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ZNS zentrales  Nervensystem ZUSAMMENFASSUNG  
Das zentrale Nervensystem (ZNS) bildet eine einzigartige Umgebung für Immun-
antworten, da Neuronen eine essentielle und in weiten Teilen nicht-erneuerbare Zell-
population bilden. Virale Infektionen des ZNS und lokale anti-virale Immunantworten 
können zu dem Verlust von Neuronen und somit zu katastrophalen Erkrankungen füh-
ren. Unter normalen Bedingungen ist das ZNS weitgehend von der Kontrolle durch das 
Immunsystem ausgeschlossen. In diesem Zusammenhang wurde das ZNS oft auch als 
„immunprivilegiert“ bezeichnet. Dieses Konzept musste in den letzten Jahren revidiert 
werden, da es sich gezeigt hat, dass das ZNS nicht völlig vom Immungeschehen isoliert 
ist.  
Wichtige Mediatoren antiviraler Immunantworten sind die Typ I Interferone (IFN). Die 
verschiedenen Typ I IFN binden an einen gemeinsamen Rezeptor, den Typ I Interferon-
rezeptor (IFNAR). Die Bedeutung von Typ I IFN Antworten für die Kontrolle viraler 
Infektionen wurde besonders eindrucksvoll mit IFNAR-defizienten Mäusen (IFNAR
-/-) 
gezeigt. Nach Infektion mit dem neurotropen Vesikulären Stomatitis Virus (VSV) führt  
das Fehlen des IFNAR zu einer stark erhöhten Empfänglichkeit für tödlich verlaufende 
Infektionen. In allen Organen und besonders im ZNS von VSV infizierten IFNAR
-/- 
Tieren fanden sich stark erhöhte Virusmengen. 
Um zu untersuchen, ob die VSV-Infektion des zentralen Nervensystems in IFNAR
-/- 
Mäusen in erster Linie auf ein Versagen der peripheren Immunität oder des 
IFN-Systems innerhalb des ZNS zurückzuführen ist, wurden mittels der Cre loxP Tech-
nologie Mäuse hergestellt, die auf allen peripheren Zellen IFNAR exprimieren, während 
die Neuronen des ZNS IFNAR defizient sind (NesCre
+/-IFNAR
flox/flox).  
Nach intranasaler VSV Infektion zeigten NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse zunächst keine 
Krankheitssymptome. Nach 5 bis 6 Tagen traten aber aufsteigende und halbseitige 
Lähmungen auf, so dass die infizierten Tiere verstärkt im Kreis liefen und schließlich 
verstarben. Im Vergleich dazu verstarben IFNAR
-/- Mäuse bereits nach 2 bis 3 Tagen 
während normale C57BL/6 Tiere nach Infektion keine Symptome zeigten und ZUSAMMENFASSUNG   11 
überlebten. Der beobachtete Krankheitsverlauf lässt in den IFNAR
-/- Mäuse auf ein 
Multiorganversagen als Todesursache schließen. 3 und 6 Tage nach Infektion konnte in 
den Organen von C57BL/6 Tieren kein Virus reisoliert werden. In den 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Tieren fanden sich zum Todeszeitpunkt nur im Gehirn Viruspar-
tikel, während alle anderen Organe virusfrei waren. Die Virustiter im Hirn  waren im 
Vergleich zu den IFNAR
-/- Mäusen 10- bis 100-fach erhöht. In den anderen Organen 
und im Blut sind keine Viruspartikel nachweisbar. Dieser Befund deutete gemeinsam 
mit den beobachteten Krankheitsverläufen auf eine neuropathologische Symptomatik 
hin, bei der es wahrscheinlich zu einer VSV-Infektion des Hirnstammes kam. 
Die Analyse einzelner Regionen des ZNS zeigte in IFNAR
-/- Tieren, dass 2 Tage nach 
Infektion in allen Regionen des ZNS signifikante Virusmengen zu finden waren. In den 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox und den C57BL/6 Tieren fanden sich zu diesem Zeitpunkt nur 
im Riechhirn (Bulbus olfactorius) signifikante Virustiter. In den C57BL/6 Tieren blieb 
das Virus auf diese Region beschränkt und wurde dort innerhalb von 6 Tagen eliminiert. 
In den NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Tieren kam es in den folgenden Tagen jedoch zu einer 
fortschreitenden Infektion des ZNS, und auch das Großhirn, das Kleinhirn, der Hirn-
stamm und das Rückenmark zeigten hohe Virustiter.  
In der Induktion peripherer Immunantworten unterschieden sich NesCre
+/-IFNAR
flox/flox 




-/- Tieren innerhalb von 48 Stunden nach Infektion 
im Riechhirn zu einer Typ I IFN abhängigen Phosphorylierung von STAT-1, einer 
Komponente des IFNAR-Signaltransduktionsweges. Alles deutet darauf hin, dass die 
Induktion geringer Mengen Typ I IFN innerhalb des Riechhirns notwendig ist, um Im-
munantworten zu aktivieren, die ein Übergreifen der Virusinfektion auf  andere Regio-
nen des ZNS verhindern. 
Eine funktionierende Immunität in der Peripherie und die Blut-Hirn-Schranke scheinen 
nicht ausreichend zu sein, um eine Infektion des ZNS mit VSV zu verhindern. Statt-
dessen muss es zur Aktivierung von IFN-abhängigen Mechanismen innerhalb des 
Riechhirns kommen, die ein Übergreifen der VSV Infektion auf andere Hirnregionen 
verhindert und zur Elimination von VSV im Riechhirn beiträgt. 2 EINLEITUNG 
2.1  VIRUSINFEKTIONEN UND ANTIVIRALE MECHANISMEN DES 
IMMUNSYSTEMS 
Infektionskrankheiten werden in der Regel von Erregern aus den Gruppen der Viren, 
Bakterien, Pilzen und Parasiten verursacht. Viele verschiedene Infektionskrankheiten 
können das Überleben des Menschen bedrohen. In unseren Breiten sind Infektionen 
durch Viren und Bakterien von großer Bedeutung, wobei nach Entdeckung der Anti-
biotika die Gefährdung durch bakterielle Infektionen zunächst abgenommen hatte. Heu-
te stellen Infektionen mit multiresistenten Bakterien, die zurzeit insbesondere in Kran-
kenhäusern vermehrt auftreten, ein ernst zu nehmendes Problem dar.  
Unter den Virusinfektionen finden sich Erkrankungen wie ein harmloser Schnupfen, 
viele Kinderkrankheiten  wie Masern, Mumps und Röteln, die Grippe (Influenza), AIDS 
oder die virale Hepatitis. Einige Viren sind so verbreitet, dass man von einer fast voll-
ständigen Durchseuchung der Bevölkerung sprechen kann. So sind je nach Alter bis zu 
100% der deutschen Bevölkerung mit dem Herpes simplex Virus infiziert (Liedtke et 
al., 1993).  
Viele Viren zeigen einen Neurotropismus, d.h. sie sind in der Lage bevorzugt neuronale 
Gewebe zu infizieren. Aber nur in seltenen Fällen kommt es nach einer peripheren In-
fektion mit einem neurotropen Virus tatsächlich zu einer Infektion des zentralen Ner-
vensystems (ZNS) und somit zu einer Meningitis oder gar Enzephalitis. Zu den weit 
verbreiteten neurotropen Viren gehört unter anderem das oft fälschlicherweise als harm-
los geltende Masernvirus (Morbilli Virus). In den meisten Fällen verläuft eine Masern-
infektion komplikationslos. Bemerkenswerter Weise kommt es bei 50% der Masern-
infektionen zu enzephalografisch messbaren Leitungsstörungen im ZNS, die sich z.B. 
durch erhöhte Lichtempfindlichkeit der Patienten klinisch manifestieren und in der Re-
gel ohne weitere Folgen bleiben. In einem von tausend Fällen kommt es aber zu einer 
Masernenzephalitis, die meist tödlich verläuft (Hänninen et al., 1980).  2 EINLEITUNG   13 
Um eine virale Infektion zu bekämpfen, muss das Immunsystem wahrnehmen, dass eine 
gefährliche Virusinfektion vorliegt. Dies geschieht in der Regel über Pathogen-
assoziierte molekulare Muster (PAMP – Pathogen Associated Molecular Pattern), die 
von genetisch determinierten Rezeptoren, den Pathogen Recognition Receptors (PRR), 
erkannt werden. Typische PAMPs sind Lipopolysaccharid (LPS) aus den Zellwänden 
Gram-negativer Bakterien, oder virale einzel- und doppelsträngige RNA und prokary-
ontische DNA. Zu den PRR gehören die auf der Zelloberfläche oder auf  extrazellulären 
Kompartimenten exprimierten Toll-ähnliche Rezeptoren, die intrazellulären 
NOD-ähnlichen Rezeptoren (Nucleotide Binding Oligomerization Domain) und die 
RIG-ähnlichen Helikasen (Retinoic-Acid-Inducible Protein). Die Erkennung von 
PAMPs durch PRRs führt über unterschiedliche Signalwege zur Aktivierung von Zellen 
der angeborenen Immunität.  Zu den am besten charakterisierten Vertretern der PRRs 
gehören die Toll-ähnlichen Rezeptoren (TLR) (Tabelle 2.1). TLR1 bis 7 und 9 kommen 
sowohl in der Maus als auch im Menschen vor. TLR8 und 10 ist nur im Menschen funk-
tional und TLR11 bis 13 wurden nur in der Maus nachgewiesen (Akira und Takeda, 
2004; Beutler, 2003). 2 EINLEITUNG   14 
Tabelle 2.1:   Liganden der Toll-ähnlichen Rezeptoren (nach Akira et al., 2006) 
 Spezies  Stimulierter  TLR 
Bakterien    
LPS Gram-negative  Bakterien  TLR4 
Diacyllipopeptide Mycoplasmen  TLR6/TLR2 
Triacyllipopeptide  Bakterien und Mycobakterien  TLR1/TLR2 
Lipoteichonsäure Gruppe  B  Streptococcus TLR6/TLR2 
Peptidoglycan Gram-positive  Bakterien  TLR2 
Porine  Neisseria  TLR2 
Lipoarabinomannan Mycobakterien  TLR2 
Flagellin  Bakterien mit Flagellen  TLR5 
CpG-DNA  Bakterien und Mycobakterien  TLR9 
?? Uropathogene  Bakterien  TLR11 
Pilze    
Zymosan  Saccharomyces cerevidiae  TLR6/TLR2 
Phospholipomannan  Candida albicans  TLR2 
Mannan  Candida albicans  TLR4 
Glucuronoxylomannan  Cryptococcus neofarmans  TLR2 und TLR4 
Parasiten    
tGPI-mutin Tryponasoma  TLR2 
Glycoinositolphospholipide Tryponasoma  TLR4 
Hemozoin Plasmodium  TLR9 
Profillin-ähnliche Moleküle  Toxopoasma gondii  TLR11 
Viren    
DNA Viren  TLR9 
Doppelstrang RNA  Viren  TLR3 
Einzelstrang RNA  RNA-Viren  TLR7 und TLR8 
Hüllproteine RSV,  MMTV  TLR4 
Hämagglutininprotein Mobillivirus  TLR2 
?? HCMV,  HSV1  TLR2 
Wirt    
Hsp60/70   TLR4 
Fibrinogen   TLR4 2 EINLEITUNG   15 
Die Aktivierung von TLRs kann unter anderem zur Ausschüttung von Typ I Inter-
feronen (IFN) führen. Ein möglicher Mechanismus zur Aktivierung der IFN-Produktion 
über TLRs ist in Abb. 2.1 am Beispiel von TLR3 gezeigt. Über Aktivierung von TLR3 
kommt es zur schnellen Aktivierung von IRF3 (Interferon Regulatory Factor), das in 
den Zellkern transloziert und dort die Expression von IFN-β aktiviert. IFN-β wird 
sekretiert und bindet para- und autokrin an den Typ I Interferonrezeptor (Feedback 
loop). Über den JAK/STAT-Signaltransduktionsweg kommt es letztlich zur Expression 
von IRF7, das wiederum durch TLR-aktivierte Faktoren  phosphoryliert wird und die 
































































Abb. 2.1: Induktion der Expression von IFN-α/β nach  TLR-Aktivierung. Typ I Interferone werden 
nach TLR-Aktivierung durch ein Zusammenspiel des TLR-Signaltransduktionsweges und des 
IFN Feedback loops induziert. 2 EINLEITUNG   16 
Nach einer Infektion wird zunächst die angeborene Immunität aktiviert, die schnell aber 
Antigen-unspezifisch, agiert. Ein initialer Schritt bei der Aktivierung der angeborenen 
Immunität ist die Induktion von Typ I IFN.  Bei Typ I IFN handelt es sich um eine 
Gruppe von  immunologischen Botenstoffen, die Makrophagen, natürliche Killerzellen 
(NK Zellen) und das Komplementsystem aktivieren. Sie wurden 1957 bei Studien zur 
Virusinterferenz als ein von Zellen gebildetes Agens entdeckt, das mit der Virus-
vermehrung interferiert (Isaacs und Lindenmann, 1957). Man unterscheidet heute auf 
Grund ihrer Primärsequenz zwei Familien von Interferonen: IFN-α/β/ω (Typ I IFN) und 
IFN-γ (Typ II IFN) (Chen et al., 2004; Pestka et al., 2004). IFN-α/β/ω binden an einen 
gemeinsamen Rezeptor, den Typ I Interferonrezeptor (IFNAR), während IFN-γ an einen 
davon unabhängigen Rezeptor, den Interferon-γ -Rezeptor (IFNGR) bindet. Typ I IFN 
gehört zu den Klasse II Zytokinen, die als gemeinsames Strukturmerkmal fünf 
α-Helices aufweisen. Die Typ I IFN werden von einer Multigenfamilie kodiert. In der 
Maus finden sich mindestens 11 IFN-α Isoformen und ein IFN-β. IFN-α agiert als Mo-
nomer, wohingegen IFN-β wahrscheinlich als Homodimer wirkt (Samuel, 2001).  
Der gemeinsame IFNAR ist ein Heterodimer aus der IFNAR-1 und der IFNAR-2 Un-
tereinheit und gehört somit zu den Klasse II Zytokinrezeptoren (Lutfalla et al., 1992; 
Lutfalla und Uze, 1994; Kotenko und Langer, 2004). Beide Untereinheiten partizipieren 
an der Ligandenbindung und der intrazellulären Signaltransduktion. Die IFNAR-1 Un-
tereinheit hat im Vergleich zu IFNAR-2 nur eine geringe Bindungsaffinität zu Interfe-
ronen. Durch Dimerisierung mit IFNAR-1 verstärkt sich die Affinität von IFNAR-2 zu 
den Interferonen um ein Vielfaches. Die IFNAR-2 Kette existiert in verschiedenen 
Spleißvarianten und spielt in der differenzierten Signalbildung eine Rolle (Cutrone und 
Langer, 1997). Die Signaltransduktion wird über die Phosphorylierung von  IFNAR-1 
vermittelt (Constantinescu et al., 1995). Die Wichtigkeit der IFNAR-1 Kette in der IFN 
vermittelten Signaltransduktion wurde dramatisch durch die Generierung von IFNAR-1 
Knockoutmäusen (IFNAR
-/-) gezeigt. Mäuse ohne IFNAR-1 Kette zeigen eine stark 
erhöhte Sensitivität für Infektionen mit dem Vesikulären Stomatitis Virus (VSV). So 
läuft in IFNAR
-/- Tieren eine Infektion mit nur wenigen Viruspartikeln tödlich, während 
Wildtyp-Tiere eine Infektion mit bis zu 10
8 Viruspartikel überleben (Müller et al., 1994; 
van den Broek et al., 1995). 2 EINLEITUNG   17 
In der Zellkultur sind praktisch alle Zellen in der Lage, nach Virusinfektionen Typ I 
IFN zu exprimieren. Ein spezieller Typ dendritischer Zellen, die plasmazytoiden dendri-
tischen Zellen (pDC), sind darauf spezialisiert nach verschiedenen Virusinfektionen 
besonders große Mengen an Typ I Interferon zu produzieren (Barchet et al., 2002; Fitz-
gerald-Bocarsly, 2002; Colonna et al., 2004; Colonna et al., 2004). Typ I IFN kann die 
Synthese von über 300 zellulären Proteinen modulieren (de Veer et al., 2001). Als 
proinflammatorische Zytokine sind die Interferone zur Initiierung antiviraler und anti-
bakterieller Aktivitäten wichtig. So vermindern sie die Virusvermehrung indem sie z.B. 
über die 2’5’-Oligoadenylatsynthase (2’5’-OAS) die virale Proteinsynthese hemmen 
(Samuel, 2001). In der Immunabwehr bilden die Typ I IFN eine Brücke zwischen der 
angeborenen und der adaptiven Immunität. Neben der Abwehr viraler Infektionen haben 
Typ I IFN durch Modulation des Zellzyklus und durch die Induktion pro-apoptotischer 
Gene einen Einfluss auf die Regulation des Zellwachstums (Goodbourn et al., 2000; 
Samuel, 2001). 
Die Expression von Typ I IFN ist streng reguliert, da sich eine dauerhafte Ausschüttung 
von Typ I IFN negativ auf den Wirtsorganismus auswirken kann. In adulten Tieren 
kann es bei unverminderter Ausschüttung von Typ I IFN zur Induktion von Auto-
immunerkrankungen kommen (Marshak-Rothstein, 2006). Daher gibt es eine Reihe 
inhibitorischer Mechanismen, die die Typ I Interferonproduktion kontrollieren (Review 
siehe (Liew et al., 2005). Ein besonders wichtiger Faktor zur Kontrolle von Typ I IFN 
ist der Supressor of Cytokine Signaling 1 (SOCS1), der mit IFNAR-1 interagiert 
(Fenner et al., 2006). 
Nach einer Infektion wird parallel zu der angeborenen Immunität auch das adaptive 
Immunsystem aktiviert, das aber erst nach einigen Tagen seine volle Aktivität entfaltet. 
Die Hauptbestandteile des adaptiven Immunsystems sind B-Zell- und T-Zell-vermittelte 
Immunantworten. B-Zellen oder B-Lymphozyten entwickeln sich im Knochenmark. 
Von anderen Zellen unterscheiden sie sich durch die Expression membrangebundener 
Immunglobuline (Antikörper), die als B-Zellrezeptoren die Erkennung von Antigenen 
vermitteln. Ein Großteil der 1,5x 10
5 Rezeptoren auf einer einzelnen B-Zelle hat die 
gleiche Spezifität. Nach Stimulation einer naiven reifen B-Zelle kommt es zu einer mas-
siven Zellteilung und somit zur Expansion des B-Zellklons. Die B-Zellen differenzieren 2 EINLEITUNG   18 
zu Plasmazellen und zu Gedächtnis-B-Zellen. Plasmazellen haben eine geringere Dichte 
an B-Zellrezeptoren auf ihrer Oberfläche und sezernieren große Mengen an löslichen 
Antikörpern, deren Spezifität dem jeweiligen B-Zellrezeptor entspricht. Man unter-
scheidet verschiedene Antikörperklassen (Isotypen): IgA, IgE, IgD, IgM sowie ver-
schiedene Subklassen von IgG. Die pentameren IgM Antikörper sind die ersten Immun-
globuline, die nach Infektion sekretiert werden. Danach erfolgt ein Subklassenwechsel 
zu IgG, dem häufigsten Immunglobulin im Serum (Janeway, Jr. et al., 2005). 
Ähnlich wie B-Zellen entstehen auch T-Zellen aus pluripotenten somatischen Stamm-
zellen im Knochenmark, durchlaufen aber die entscheidenden Reifungsschritte im 
Thymus. Wie B-Zellen exprimieren T-Zellen auf ihrer Zelloberfläche 
Antigen-spezifische T-Zellrezeptoren (TCR). Im Gegensatz zum B-Zellrezeptor ist der 
T-Zellrezeptor nicht in der Lage freies Antigen zu erkennen. Stattdessen erkennen 
T-Zellrezeptoren Antigenfragmente nur im Zusammenhang mit den Selbst-
Haupthistokompatibilitätskomplexen der Klasse I oder II (MHC I oder MHC II). MHC I 
Moleküle werden auf nahezu allen kernhaltigen Zellen exprimiert, wohingegen MHC II 
nur auf der Oberfläche von antigenpräsentierenden Zellen zu finden ist. Bei den 
T-Zellen unterscheidet man verschiedene Typen, unter denen die wichtigsten die 
CD4-positive T-Zellen (T-Helferzellen) und CD8-positive T-Zellen (zytotoxische 
T-Zellen) sind. Diese beiden T-Zellsubtypen unterscheiden sich dadurch, dass sie neben 
dem T-Zellrezeptor den CD8 oder CD4 Korezeptor exprimieren. CD4-positive T-Zellen 
sind MHC Klasse II restringiert. Nach ihrer Aktivierung  beginnen sich die CD4-
positive T-Zellen massiv zu teilen. T-Helferzellen sekretieren verschiedene Zytokine, 
die eine Rolle bei der Aktivierung von B-Zellen, zytotoxischen T-Zellen und anderen 
Zellen des Immunsystems spielen. CD8-positve T-Zellen hingegen sind MHC Klasse I 
restringiert. Nach ihrer Aktivierung kommt es ebenfalls zur Expansion und zur Diffe-
renzierung zu zytotoxischen T-Zellen. Im Vergleich zu T-Helferzellen sezernieren sie 
nur geringere Mengen Zytokine, und sie sind in der Lage, veränderte oder infizierte 
Zellen zu erkennen und anschließend zu eliminieren (Goldsby et al., 2003; Janeway, Jr. 
et al., 2005).  
Bei vielen Virusinfektionen werden virusspezifische Antikörper gebildet, die die Virus-
verbreitung vermindern und eine Reinfektionen verhindern. Für die endgültige Elimi-2 EINLEITUNG   19 
nierung von Viren  sind vor allem zelluläre Mechanismen wichtig: Infizierte Zellen 
werden durch zytotoxische T-Zellen oder durch NK-Zellen, die durch T-Helferzellen 
aktiviert wurden, eliminiert.  
Die hier beschriebenen Mechanismen gelten primär für antivirale Aktivitäten in der 
Körperperipherie, während im zentralen Nervensystem andere, weniger gut verstandene 
Mechanismen eine Rolle zur Kontrolle von Virusinfektionen spielen (vergl. 2.3.2). 
2.2  DAS ZENTRALE NERVENSYSTEM 
Das Nervensystem höherer Organismen wird anatomisch und strukturell in das zentrale 
Nervensystem (ZNS) und das periphere Nervensystem (PNS) unterschieden. Das ZNS 
besteht aus dem Gehirn, dem Rückenmark, den Spinalganglien und den Wurzelzellen. 
Das ZNS erfüllt verschiedene Aufgaben: Es dient der Integration und Verarbeitung von 
Reizen, die über afferente Bahnen von innerhalb und außerhalb des Organismus zuge-
leitet werden. Des Weiteren koordiniert es sämtliche motorischen Leistungen des Ge-
samtorganismus und reguliert dabei alle Abstimmungsvorgänge zwischen den Organen, 
einschließlich hormoneller Vorgänge.  
Das ZNS liegt geschützt innerhalb knöcherner Strukturen (Schädel und Wirbelsäule) 
und ist von den so genannten Hirnhäuten umgeben (Meningen). Zwischen den Menin-
gen und dem Gehirn bzw. dem Rückenmark befindet sich der Liquorraum, der mit 
Hirnwasser (Liquor cerebrospinalis oder CSF) gefüllt ist. Die Nährstoffversorgung des 
Gehirns wird wie bei allen anderen Organen durch das Blut gewährleistet. Allerdings ist 
der Stoffaustausch zwischen Blut und Gehirn bzw. dem Blut und dem CSF für die meis-
ten Stoffe mit Ausnahme von Sauerstoff, Kohlendioxid, und Wasser durch die 
Blut-Hirn-Schranke mehr oder weniger stark reguliert. Die Blut-Hirn-Schranke besteht 
aus Endothelzellen, die durch Tight Junctions miteinander verbunden sind und somit die 
parazelluläre Diffusion hydrophiler Moleküle einschränkt. Die Blut-Hirn-Schranke 
stellt im Gehirn ein physiologisches Mikromilieu ein, das für eine geordnete Funktion 
des Gehirns notwendig ist (Engelhardt, 2006; Kniesel und Wolburg, 2000). Metabolisch 
wichtige Stoffe wie Glukose oder Aminosäuren können durch spezifische Transportme-
chanismen die Blut-Hirn-Schranke passieren, während die meisten anderen Proteine die 2 EINLEITUNG   20 
Blut-Hirn-Schranke nicht überwinden können (Silbernagl und Despopoulos, 1990; 
Klinke und Silbernagl, 1996).  
Anatomisch lässt sich das Gehirn in vier Großregionen unterteilen. In das Großhirn (Ce-
rebrum), das Kleinhirn (Cerebellum), den Hirnstamm (Truncus cerebri) und das Riech-
hirn (Bulbus olfactorius). Das Riechhirn ist beim Menschen relativ klein, dagegen ist es 
in der Maus sehr deutlich entwickelt. Der Hirnstamm bildet die Verbindung zwischen 
dem Rückenmark und dem Gehirn. Er ist für die allgemeinen Lebensfunktionen zustän-
dig wie z.B. der Kontrolle der Atmung, der Herzfrequenz und des Blutdrucks. Dagegen 






Abb. 2.2: Die vier Großregionen eines Maushirns. Ähnlich wie das menschliche Gehirn lässt sich das 
Maushirn anatomisch in die vier Großregionen Riechhirn, Großhirn, Kleinhirn und Hirnstamm 
unterteilen. Abbildung verändert nach Prof. R. Granger, University of California, Irvine 
(http://www.ics.uci.edu/~granger/brainareas.html (13.07.07)). 
Hauptsächlich besteht das zentrale Nervensystem aus vier Zelltypen: den Neuronen, 
Oligodendrozyten, Astrozyten und Mikroglia. Hinzu kommen noch die Ventri-
kel-auskleidenden Ependymzellen und gefäßbildende Zellen. Neuronen haben die Auf-
gabe der Reizweiterleitung und -verarbeitung aus der Peripherie ins ZNS und innerhalb 
des ZNS. Oligodendrozyten sind Myelin-produzierende Zellen, die man an den Axonen 
der Neuronen findet. Myelin isoliert die Axone von dem umgebenden Milieu und erhöht 
dadurch die Geschwindigkeit der elektrischen Reizweiterleitung. Astrozyten oder auch 
Astroglia bilden die Mehrheit der Gliazellen. Man findet sie ebenfalls in der Nähe der 
Neuronen. Sie sind maßgeblich an der Flüssigkeitsregulation im ZNS beteiligt und für 
den lokalen Metabolismus von Toxinen, Neurotransmittern und neuroprotektiven Fakto-2 EINLEITUNG   21 
ren verantwortlich. Im Gegensatz zu den anderen Zelltypen des ZNS entwickeln sich 
Mikroglia nicht aus neuronalen Stammzellen, sondern gehören zu den myeloiden Zel-
len. Sie wandern aus dem  Knochenmark über die Blutgefäße ins ZNS ein und über-
nehmen  im ZNS die Funktion von Makrophagen (Junqueira et al., 2002; Welsch und 
Sobotta, 2003). 
Neuronal-restringierte Vorläuferzelle Glia-restringierte Vorläuferzelle









Abb. 2.3: Die vier Hauptzelltypen im Zentralnervensystem und ihre Herkunft. (A) Neuronen, Astro-
zyten und Oligodendrozyten haben einen gemeinsamen Ursprung und entwickeln sich aus neu-
ronalen Stammzellen, die während der Embryogenese im Neuralrohr entstehen. (B) Mikroglia 
hingegen sind mesodermalen Ursprungs und entwickeln sich aus monozytären Vorläuferzellen 
im Knochenmark. Sie wandern erst später ins zentrale Nervensystem ein (Junqueira et al., 
2002; Welsch und Sobotta, 2003).  2 EINLEITUNG   22 
2.3  IMMUNOLOGISCHE VORGÄNGE IM ZENTRALEN NERVEN-
SYSTEM 
In der Literatur wird das Gehirn häufig als „immunprivilegiert“, also als eine von den 
Immunfunktionen des Organismus ausgenommene Region beschrieben. Dies wurde mit 
der Beobachtung Medawars begründet, der zeigte, dass es im Gehirn nach Allo- oder 
Xenotransplantation zu keinen Abstoßungsreaktionen kommt, wenn nicht gleichzeitig in 
der Peripherie mit dem entsprechenden Transplantat immunisiert wird. Daraus lässt sich 
schließen, dass das Immunsystem im ZNS nur eingeschränkt aktiv ist und sich nicht 
oder nur sehr schwer aktivieren lässt, wenn Antigen nur im ZNS vorhanden ist. Werden 
dagegen Antigene ebenfalls in der Peripherie präsentiert, kommt es auch im ZNS zur 
Induktion von Immunantworten (Medawar, 1948). Der Begriff „immunprivilegiert“ 
wurde später durch Billingham und Boswell geprägt (Billingham und Boswell, 1953). 
Schon vor dem Begriff Immunprivileg wurde der Begriff der Blut-Hirn-Schranke ver-
wendet. Er geht auf Beobachtungen von Paul Ehrlich zurück, der zeigte, dass sich nach 
intravenöser Gabe von gefärbten Aminen alle Organe außer dem Hirn anfärbten 
(Ehrlich, 1885; Ehrlich, 1886). Der Begriff Blut-Hirn-Schranke wurde etwa 30 Jahre 
später von Ehrlichs Schüler Edwin Goldmann eingeführt (Goldmann, 1913). In der Lite-
ratur sind die Begriffe des Immunprivilegs und der Blut-Hirn-Schranke eng miteinander 
verbunden. Zunächst wurde das Immunprivileg durch die Abgrenzung des Gehirns mit-
tels der Blut-Hirn-Schranke von dem Blutkreislauf und der Lymphe erklärt. Diese 
Hypothese konnte jedoch nicht aufrechterhalten werden, da nach und nach auch andere 
immunprivilegierte Regionen des Körpers beschrieben wurden, die ihrerseits keine 
morphologisch erkennbare Abgrenzung zum Blutkreislauf bzw. Lymphe aufwiesen 
(z.B. die Hoden, der schwangere Uterus, die Backentasche des Hamster). Das Immun-
privileg ist keine generelle Eigenschaft des ZNS, sondern ist auf bestimmte Bereiche 
des Gehirns reduziert. Die parenchymatischen Gewebe sind immunprivilegiert, wohin-
gegen die Hirnhäute (Meningen), Ventrikel und der Choroidplexus davon ausgenom-
men sind (Galea et al., 2007). Später zeigten Streilein et al., dass das Immunprivileg ein 
Ergebnis des Zusammenspiels von verschiedenen anatomischen, physiologischen und 
immunregulatorischen Prozessen ist, die gemeinsam die Erkennung durch das Immun-
system beschränken und immunvermittelte entzündliche Reaktionen inhibieren 
(Niederkorn, 2006; Streilein, 2003). 2 EINLEITUNG   23 
In den 80er Jahren wurde gezeigt, dass sich das zentrale Nervensystem und das Immun-
system gegenseitig beeinflussen können (Besedovsky und del Rey, 1996) und so die 
gedachte Trennung von ZNS und Immunsystem nicht mehr aufrecht gehalten werden 
konnte. Diese Arbeiten legten nahe, dass spezialisierte Mechanismen, die den  Schutz 
des ZNS vor potentiell gefährlichen Mikroorganismen und Viren gewährleisten, existie-
ren und gleichzeitig das ZNS vor den Gefahren einer aktiven Immunantwort schützen. 
Wie in allen anderen Geweben sind für die Induktion von Immunantworten im ZNS 
antigenpräsentierende Zellen (APC), antigen-spezifische Lymphozyten und über 
Lymph- und Blutgefäße der Zugang zu Lymphknoten oder Milz notwendig. Das setzt 
voraus, dass die Immunzellen die Blut-Hirn-Schranke passieren können.  Gleichzeitig 
müssen die parenchymalen Zellen des ZNS durch Zytokine und andere Mediatoren   
eine Mikroumgebung bilden, die eine Immunaktivierung ermöglicht.  
Klassische antigenpräsentierende Zellen (APC) sind in der Regel nicht im ZNS zu fin-
den (Hart und Fabre, 1981; Perry et al., 1985). Stattdessen findet man die aus dem Kno-
chenmark stammenden Mikrogliazellen (Mikroglia), die innerhalb des ZNS die Aufga-
ben von Makrophagen übernehmen. Wie konventionelle APC exprimieren sie 
Toll-ähnliche-Rezeptoren (TLR) und MHC I und MHC II (Guillemin und Brew, 2004). 
Bisher ist es jedoch ungeklärt, ob aktivierte Mikroglia das ZNS verlassen, um in 
lymphatischen Geweben Antigen zu präsentieren und so Antigen-spezifische Immun-
antworten zu initiieren Die Frage, ob es ZNS-endemische dendritische Zellen (DC) gibt, 
wird derzeit kontrovers diskutiert. Es ist jedoch klar, dass myeloide DC in den Menin-
gen und im Hirnwasser vorkommen (McMenamin, 1999). Immunglobuline können die 
intakte Blut-Hirn-Schranke nicht überwinden, während T-Zellen in der Lage sind, das 
ZNS zu infiltrieren. Bei einer starken immunologischen Reaktion in der Peripherie kann 
es zu einer vermehrten T-Zell-Infiltration in das ZNS kommen, ohne dass das ZNS di-
rekt von der Entzündung betroffen ist. Untersuchungen zeigten, dass nur aktivierte T-
Zellen in der Lage sind, die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden. Im nicht-entzündeten 
ZNS sterben diese T-Zellen jedoch schnell durch Apoptose ab oder sie verlassen das 
ZNS wieder (vergl. Abb. 2.5A) (Hickey, 2001; Griffin, 2003). Für B-Zellen konnte lange 
nicht abschließend geklärt werden, ob sie in das gesunde ZNS einwandern. Heute ver-
mutet man, dass aktivierte B-Zellen, ähnlich wie aktivierte T-Zellen, das gesunde ZNS 
auf der Suche nach Antigen infiltrieren und es dann wieder verlassen oder im ZNS ab-2 EINLEITUNG   24 
sterben. Es ist jedoch unbestritten, dass B-Zellen während inflammatorischer Prozesse 
in das Gehirn einwandern und dort aktiv werden können. Meistens findet man während 
inflammatorischer Prozesse Immunglobuline im ZNS. Dies gilt als ein Indiz für eine 
geöffnete Blut-Hirn-Schranke (Hickey, 2001; Knopf et al., 1998). 
2.3.1  VIRALER NEUROTROPISMUS UND EINTRITTSSTELLEN IN DAS 
ZENTRALE NERVENSYSTEM 
Viele neurologische Krankheiten, von denen man heute weiß, dass sie viralen Ur-
sprungs sind, waren bereits seit der Antike und dem Mittelalter bekannt (z.B. Tollwut, 
Kinderlähmung oder Gelbfieber). Man wusste, dass diese Krankheiten ansteckend sind 
und die Krankheitssymptome wiesen darauf hin, dass auch das Gehirn betroffen ist. So 
wurde bereits 1888 durch Cantini die neuronale Ausbreitung des Tollwuterregers ge-
zeigt (Gosztonyi und Koprowski, 2001). Infiziert ein Virus bevorzugt Zellen des ZNS, 
spricht man von einem neurotropen Virus. Unter Virustropismus versteht man die Prä-
ferenz bestimmter Viren, ausgewählt Gewebe oder Zelltypen zu infizieren, während an-
dere Gewebe oder Zelltypen nicht betroffen sind. Tropismen werden über mindestens 
vier Parameter gesteuert, (i) die Expression von Rezeptoren für den Zelleintritt  auf be-
stimmten Geweben oder Zelltypen (susceptibility), (ii) die Expression intrazellulärer 
Genprodukte, die für eine vollständige Infektion bzw. Virusreplikation benötigt werden 
(permissivity), (iii) die räumliche Zugänglichkeit von Zellen für das Virus (accessibility) 
und (iv) die lokale Umgehung immunologischer Abwehrmechanismen (evasion) (Flint 
et al., 2004). Neurotrope Viren sind definiert als Viren, die bevorzugt in Zellen des Ner-
vensystems replizieren. Unter den neurotropen Viren unterscheidet man Viren, die Neu-
ronen infizieren (z.B. Herpes simplex Virus, Rabiesvirus und das West Nil Virus), Vi-
ren, die Mikroglia infizieren (z.B. HIV) sowie Viren, die Oligodendrozyten befallen 
(z.B. JC Virus) (Griffin, 2003). Der Prototyp für neurotrope Viren im Mausmodell ist 
das Vesikuläre Stomatitis Virus (VSV). VSV ist eng mit dem Tollwutvirus verwandt 
und gehört als negativ-Einzelstrang RNA Virus zur Gattung Vesiculovirus und zur Fa-
milie der Rhabdoviridae (Dietzschold et al., 1996).  2 EINLEITUNG   25 
 
Abb. 2.4: Elektronenmikroskopische Aufnahme von VSV. Das Virus zeigt eine bullet-shaped Mor-
phologie und ist etwa 170 nm lang und 70 nm im Durchmesser (Dietzschold et al., 1996). 
Originalaufnahme von F.A. Murphy, School of Veterinary Medicine, University of California 
Davis, USA. 
VSV kodiert bei einer Gesamtgröße des Genoms von 11,161 kb für 5 Gene (N, L, P, M,  
und G). Das Hüllglycoprotein G ist für die Bindung des Virus an einen Zelloberflächen-
rezeptor und die Fusion des Virus mit der endosomalen Membran verantwortlich (van 
den Pol et al., 2002). Es ist auch das Hauptantigen, gegen das antivirale Antikörperant-
worten gerichtet sind. 
Es existieren verschiedene Serotypen von VSV, unter anderem das experimentell ge-
nutzte VSV Serotyp Indiana (VSV-IND). Das natürliche Verbreitungsgebiet von VSV 
schließt Nord- und Teile Südamerikas ein. VSV hat ein breites Wirtsspektrum vom 
Säugetier über Vögel bis zu Insekten. Hauptwirte sind Pferde, Rinder und Schweine. In 
diesen Tieren verursacht VSV eine Erkrankung, die durch vesikuläre Läsionen im Maul 
charakterisiert ist, die den Symptomen der Maul- und Klauenseuche ähneln. Infizierte 
Menschen entwickeln Grippe-ähnliche Symptome. Mäuse können eine intravenöse (i.v.) 
Infektion bis zu einer Dosis von 10
8 pfu überstehen. Auf Grund des Neurotropismus 
führt eine intranasale (i.n.) Infektion mit mehr als 10
4 pfu bzw. mehr als 10
8 pfu i.v. in 
der Regel zu einer letalen Enzephalitis. Schon frühe Arbeiten deuteten auf den Neu-
rotropismus von VSV hin (Andersson et al., 1993; Sabin und Olitsky, 1937). Das Virus 
gelangt über die Infektion der olfaktorischen Rezeptorneuronen der Nase in das ZNS 
und breitet sich dann weiter aus (Plakhov et al., 1995; Reiss et al., 1998).  
Eine typische Eintrittspforte für Viren in das ZNS sind periphere Nerven. Herpes sim-
plex Virus (HSV) kann retrograd entlang der Axone wandern und so in den 2 EINLEITUNG   26 
Temporallappen, einem Teil des Großhirns, gelangen. Für HSV und andere Viren konn-
te gezeigt werden, dass die Riechnerven eine gute Eintrittspforte darstellen. Über die 
Riechnerven gelangen die Viren in das Riechhirn und somit in das ZNS. Die olfaktori-
schen Rezeptorneuronen (ORN) stellen eine Verlängerung des ZNS in die Peripherie 
dar (Anderson, 2001). Die Soma der ORN sitzen in den Neuroepithelien der Nase und 
ihre Axone reichen bis in das Riechhirn. ORN  haben unter den Rezeptorneuronen ein-
zigartige Eigenschaften, (i) sie exponieren die Rezeptoren direkt an die Umwelt, um 
flüchtige chemische Substanzen zu detektieren, (ii) sie können exogene Substanzen auf-
nehmen und diese transsynaptisch in das ZNS transportieren (iii) und wie Epithelzellen 
haben ORN eine relativ kurze Halbwertszeit von ungefähr 90 Tagen  und die Möglich-
keit zur Regeneration. Diese Eigenschaften fehlen anderen neuronalen Zellen (Mori et 
al., 2005; Schwob et al., 2001).  
2.3.2  ANTIVIRALE MECHANISMEN IM ZNS UND VIRUSINDUZIERTE NEU-
RONALE SCHÄDEN IM ZNS 
Die meisten neurotropen Viren befallen Zellen der Leptomeningen an der Oberfläche 
des Gehirns und verursachen dort eine Meningitis. Es handelt sich dabei meist nicht um 
ernsthafte Erkrankungen, da dabei erneuerbare Zellen des ZNS betroffen sind, die für 
das Immunsystem leicht zugänglich sind. Seltener, aber mit schwerwiegenderen Folgen, 
sind Infektionen von Neuronen, da es sich bei Neuronen um hoch differenzierte und 
langlebige Zellen handelt, deren Verlust schwerwiegende pathologische Folgen haben 
kann. Andere Zielzellen innerhalb des ZNS stellen die verschiedenen Gliazelltypen 
(Mikroglia, Astrozyten  und Oligodendrozyten) dar, die unterstützende Funktionen ha-
ben. So führt die Infektion von Oligodendrozyten zu einem Abbau der Myelinscheiden 
um die Axone, und es kommt zu einer akuten oder chronischen demyelinisierenden Er-
krankung. Astrozyten übernehmen nicht nur Stoffwechselfunktionen im ZNS, sondern 
haben auch eine wichtige Funktion in der Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-Schranke. 
Ihre Infektion führt zu einer indirekten Schädigung der Neuronen. 
Im gesunden, nicht-infizierten Hirn finden sich in der Regel keine immunologischen 
Aktivitäten. Die Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke exprimieren nur eine geringe 
Menge an Adhäsionsmolekülen (P-Selektine), was die Durchgängigkeit der 
Blut-Hirn-Schranke für Immunzellen erschwert. Die Neuronen produzieren lokal 2 EINLEITUNG   27 
Neurotrophine und exprimieren das Oberflächenmolekül CD200, das mit dem Rezeptor 
CD200R auf Mikroglia interagiert. Durch die Interaktion von CD200 und CD200R 
werden Mikroglia im inaktiviertem Zustand gehalten (Hoek et al., 2000). Astrozyten 
produzieren unter anderem das anti-inflammatorische Zytokin TGF-β (Abb. 2.5A). Wer-
den Neuronen oder das ZNS infiziert, erfolgt eine schnelle Immunantwort. Unter den 
zuerst produzierten Zytokinen finden sich die Typ I IFN. Sowohl Mikroglia als auch 
Neuronen sind in der Lage, Typ I IFN zu produzieren (Delhaye et al., 2006; Sandberg et 
al., 1994). Virusinfizierte Neuronen  aktivieren benachbarte Astrozyten und Mikroglia 
über diverse Zytokine und Chemokine, zu denen unter anderem IFN-α/β, IFN-γ, IL-6 
sowie Fraktalkin (CX3CL1) gehören (Chapman et al., 2000). Zusätzlich wird CD200 
auf den Neuronen herunterreguliert, wodurch es zu einem Ende der CD200/CD200R 
Interaktion kommt und die Mikroglia aktiviert werden. Aktivierte Mikroglia und Astro-
zyten produzieren wiederum proinflammatorische Zytokine und Chemokine. Es kommt 
zu einer Hochregulation der MHC-Moleküle auf Mikroglia sowie zur Hochregulation 
von Adhäsionsmolekülen auf den Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke 
(ICAM1/VCAM1) (Abb. 2.5B). Das ermöglicht Zellen der adaptiven Immunabwehr ver-
stärkt in das ZNS einzuwandern, um dort aktiv zu werden (Abb. 2.5C) (Griffin, 2003). 
Man geht davon aus, dass Antigenpräsentation nicht im ZNS stattfindet, sondern haupt-
sächlich in sekundären lymphatischen Organen erfolgt. Aktivierte T-Zellen (CD4-posit-
ve und CD8-positive T-Zellen), die in das Gehirn gelangen und dort kein passendes 
Antigen vorfinden, verlassen das ZNS wieder oder sterben durch Apoptose (siehe Abb. 
2.5A). Treffen die aktivierten T-Zellen jedoch auf das für ihren TCR spezifische Anti-
gen, verbleiben sie im ZNS. Neben aktivierten T-Zellen findet man bei inflammatori-
schen Vorgängen auch alle anderen Komponenten der zellulären Immunabwehr im ZNS 
(NK-Zellen, B-Zellen und Monozyten/Makrophagen).  
Wie in der Peripherie ist die Eliminierung der Viren im ZNS ein mehrstufiger Prozess: 
er beinhaltet die Inhibition der Virusausbreitung von Zelle zu Zelle, die Entfernung frei-
er Viren im Blut und im Interzellularraum, sowie die Eliminierung virusinfizierter Zel-
len bzw. die dauerhafte Unterdrückung der Virusreplikation. Es ist von Vorteil, wenn 
antivirale Aktivitäten innerhalb des ZNS nicht zur Zerstörung von Neuronen führen. Bei 
Infektionen mit verschiedenen RNA-kodierten Viren wie Rabiesvirus,  Theilers 2 EINLEITUNG   28 
Murines Enzephalomyelitis Virus (TMEV) und Maushepatitisvirus (MHV) ist bekannt, 







Abb. 2.5: Veränderungen im ZNS während einer antiviralen Immunantwort und mögliche Mecha-
nismen zur Eliminierung des Virus.  Im ZNS kommt es im Vergleich zum gesunden Hirn 
(A) nach Virusinfektion zu zahlreichen Veränderungen durch die angeborene (B) und adapti-
ve Immunabwehr (C). Zur Viruseliminierung in infizierten Neuronen (D) und Gliazellen (E) 
gibt es verschiedene Mechanismen. (Griffin, 2003). 
Virusneutralisierende Antikörper sind meist direkt gegen virale Oberflächenproteine 
gerichtet und inhibieren die Virusreplikation (Hooper et al., 1998). Oft ist die Viruseli-
mination unvollständig, und virale RNA kann lebenslang nachgewiesen werden. Daher 
ist eine ständige Kontrolle der Viren durch das Immunsystem notwendig (Tschen et al., 
2002; Tyor et al., 1992). In den meisten Fällen richten sich die Aktivitäten zytotoxischer 
T-Zellen nicht gegen infizierte Neuronen. Bei Infektionen von Mäusen mit dem 
Lymphozytären Chorimeningitisvirus (LCMV) zeigte sich, dass sich die 2 EINLEITUNG   29 
Viruselimination durch zytotoxische T-Zellen für den Wirt nachteilig auswirken kann: 
LCMV infiziert unter anderem Neuronen des ZNS. Während des tödlichen Krankheits-
verlaufs kommt es zu einer Choriomeningitis, die von CD8-positive T-Zellen vermittelt 
wird. Werden die zytotoxischen T-Zellen mit Antikörpern depletiert, kommt es nicht 
zur Ausbildung der Chorimeningitis und die Mäuse überleben (Oehen et al., 1991). 
Dem Gegenüber sind für die Eliminierung von virusinfizierten Gliazellen zytotoxische 
T-Zell vermittelte Aktivitäten ein geeignetes Mittel, da Gliazellen leicht zu regenerieren 
sind und der Verlust der Zellen keine schwerwiegenden Folgen hat (Abb. 2.5E) (Griffin, 
2003).  
2.4  TYP I INTERFERONE IM ZENTRALEN NERVENSYSTEM 
Wie  in Abschnitt 2.1 beschrieben, sind plasmazytoide dendritische Zellen (pDC) wich-
tige Typ I IFN Produzenten in der Peripherie. Im ZNS konnten pDC bisher nur im CSF 
von Patienten mit ZNS-Infektionen nachgewiesen werden. Myeloide DC konnten auch 
in parenchymatischen Geweben des ZNS gefunden werden (McMahon et al., 2006). Für 
die schnelle Bildung von Typ I IFN in pDC spielt die konstitutive Expression von IRF7 
eine wichtige Rolle (siehe 2.1) (Sato et al., 2000). Im ZNS finden sich aber weder pDC 
noch andere Zellen, die konstitutiv IRF7 exprimieren und somit die Rolle der pDC ü-
bernehmen könnten. Stattdessen wurde über in situ Hybridisierung gezeigt, dass nach 
Virusinfektion Typ I IFN hauptsächlich durch Parenchymalzellen gebildet wird. Zu den 
IFN-Produzenten gehörten sowohl F4/80 positive Zellen (Makrophagen und Mikroglia), 
Ependymzellen, bei denen es sich um Gliazellen handelt, die die abschließende Schicht 
zur CSF bilden, und Neuronen. Alle Zellen des ZNS, inklusive der Neuronen, können 
auf Typ I IFN reagieren (Delhaye et al., 2006).  
Im ZNS kann IFN-α neben anti-inflammatorischen Funktionen (Trottier, Jr. et al., 2005) 
auch  toxische Effekte haben. Die hirnspezifische Überexpression von IFN-α in Mäusen 
führt zu einer fortschreitenden Enzephalopathie mit zunehmenden Calciumein-
lagerungen, Entzündungen, Gliose und verursacht letztendlich Neurodegeneration und 
den Tod (Akwa et al., 1998). Diese Symptome entsprechen dem sehr seltenen, genetisch 
manifestierten Aicardi-Goutiéres-Syndrom. Betroffene mit dieser Krankheit zeigen 2 EINLEITUNG   30 
neben fortschreitender Calciumeinlagerung im Gehirn erhöhte IFN-α Level in der Ce-
rebralflüssigkeit (Campbell et al., 1999; Crow et al., 2003).  
Es ist unstrittig, dass Typ I IFN eine Rolle in der ZNS-Immunität spielen. So hat IFN-β 
eine verzögernde Wirkung auf den Krankheitsverlauf der schubförmigen Form der Au-
toimmunkrankheit Multiple Sklerose (MS) und wird auch therapeutisch eingesetzt 
(Billiau et al., 2004; Clanet et al., 2004; Prinz et al., 2007). Welche Rolle die Typ I IFN 
bei Virusinfektionen im ZNS spielen, ist bisher jedoch nicht hinreichend geklärt. 3  ZIELSETZUNG DER ARBEIT 
Bei einer peripheren Infektion mit neurotropen Viren kommt es nur selten zu einer Me-
ningitis oder gar Enzephalitis. Bisher wurde dieser Umstand dadurch erklärt, dass anti-
virale Aktivitäten in der Peripherie die Virusvermehrung inhibieren, so dass das ZNS 
gar nicht erst infiziert wird. Des Weiteren wird angenommen, dass es Mechanismen 
gibt, die das ZNS vor viralen Infektionen schützen. Es ist aber unklar, ob alleine die 
Blut-Hirn-Schranke den Zugang von Viren in das zentrale Nervensystem (ZNS) limi-
tiert, oder ob lokale Immunantworten eine entscheidende Rolle bei der Kontrolle der 
Virusreplikation und Verbreitung spielen.  
Wichtige Mechanismen zur Induktion von antiviralen Aktivitäten in der Peripherie wer-
den über Typ I Interferone (IFN) vermittelt. Diese werden unter anderem nach Virusin-
fektionen gebildet und sichern das initiale Überleben bis zur Aktivierung des adaptiven 
Immunsystems und der Viruselimination. Typ I IFN bindet an den Typ I Interferonre-
zeptor (IFNAR). Bleibt die Interferonproduktion oder die IFNAR-vermittelte 
Signaltransduktion aus, sterben Mäuse innerhalb weniger Tage an einer Infektion mit 
niedrigsten Dosen des Vesikulären Stomatitis Virus (VSV).  
Im Rahmen dieser Arbeit sollte geklärt werden, ob virale Infektionen des ZNS auf ein 
Versagen der peripheren Immunität oder ein Versagen des zentralnervösen Immunsys-
tems zurückzuführen ist.  
Da Typ I IFN bei der Bekämpfung von Virusinfektionen in der Peripherie eine ent-
scheidende Rolle spielen kann, ist es möglich, dass es auch im ZNS eine wichtige Funk-
tion hat. Bisher konnte dies aber nicht experimentell belegt werden. 
Um die Rolle von Typ I IFN im ZNS zu untersuchen, wurde auf der Basis der Cre loxP 
Technologie ein Mausmodell hergestellt, bei dem selektiv nur Zellen im ZNS eine 
IFNAR-Deletion aufweisen, während Zellen außerhalb des ZNS den IFNAR exprimie-
ren.  3 ZIELSETZUNG DER ARBEIT  32 
Zunächst sollte das neue Mausmodell genetisch charakterisiert werden und an-
schließend in Infektionsversuchen mit VSV, einem Modell für neurotrope Viren, phäno-
typisch analysiert werden. Dabei wurde in erster Linie der Frage nachgegangen, ob die 
IFN-abhängige Inhibition neurotroper Viren innerhalb oder außerhalb des ZNS stattfin-
det. Da die wenigen Kenntnisse zu antiviralen Immunantworten im ZNS primär auf in 
vitro Experimenten mit neuronalen Zelllinien oder primären Neuronen beruhen, bietet 
sich in dieser Arbeit erstmals die Möglichkeit, die Rolle von Typ I IFN im ZNS in ei-
nem in vivo Modell zu untersuchen. Ziel dieser Arbeit ist es, zu einem besseren Ver-
ständnis antiviraler Mechanismen im ZNS beizutragen.  
 4  MATERIAL UND METHODEN 
4.1  MATERIALIEN 
4.1.1  GERÄTE 
Tabelle 4.1:   Übersicht verwendeter Geräte 
Gerät Bezeichnung  Hersteller 
Autoklav    KSG Sterilisatoren GmbH, 
Olching 
UV-Bestrahlungsgerät Crosslinker  CL1  Herolab  GmbH,  Wiesloch 
CO2 - Begasungsbrutschrank  Cytoperm   Heraeus, Hanau 
Durchflusszytometer LSRII  Becton Dickinson GmbH, 
Heidelberg 
Einfrierbox  Mr. Frosty  Nunc, Karlsruhe 
Einkanalpipette  Multipette plus 4981  Eppendorf AG, Hamburg 
Einkanalpipetten 0,5-10 µl, 
2-20 µl, 10-100µl, 50-200 µl, 
100-1000µl 
Reference variabel  Eppendorf AG, Hamburg 
ELISA-Reader  Sunrise  Tecan Deutschland GmbH, 
Crailsheim 
Trans-Blot SD Semi-Dry 
Transfer Cell 
 Bio-Rad,  München 
Entwicklermaschine  Curix 60  Agfa, Köln 4 MATERIAL UND METHODEN  34 
Gerät Bezeichnung  Hersteller 
FasPrep Homogenisator    MP Biomedicals, Straßburg, 
Frankreich 
Lumi Imager F1    Boehringer, Mannheim 






Eppendorf AG, Hamburg 
Hybrisierungsofen Hybridisierer  HB 1D  Barloworld Scientific Ltd., 
Stone, Großbritannien 
Injektionskäfig   Harnischmacher,  Kassel 
Kühl- und Gefrierschränke 
(4°C und -20°C) 
  Liebherr, Biberach an der 
Riss 
Kühlzentrifuge Varifuge  3.0R  Heraeus Sepatech, Osterode 
am Harz 
Magnetrührer  RCT Basic  IKA Werke GmbH & Co. 
KG, Staufen 
Mehrkanalpipetten  Research multi 3114  Eppendorf AG, Hamburg 
Mikroskop Axiovert25,    Zeiss,  Jena 
Mikroskop Axiolab,  Zeiss,  Jena 
Mikrowelle 9025E  Privileg,  Fürth 
Membranpumpe    Vacubrand GmbH & Co, 
Wertheim 4 MATERIAL UND METHODEN  35 
Gerät Bezeichnung  Hersteller 
PCR-Cycler  Peltier Thermal Cyc-
ler 200 
MJ Research, Waltham, MA, 
USA 
pH-Meter   761 Calimatic  Knick, Egelsbach 
Phosphoimaging System  Storm 820  Molecular Dynamics, Krefeld 
Pipettierhilfe PIPETBOY  acu  Integra Biosciences, Chur, 
Schweiz 
Reagenzglasschüttler    VWR International GmbH, 
Darmstadt 
Rührfische    VWR International GmbH,  
Darmstadt 
Spannungsgerät  Power Pac 300  Bio-Rad, München 
Spektralphotometer   Ultraspec 3000   Pharmacia Biotech 
Sterilbank  Steril Gard II Ad-
vance 
The Baker Company 
Tiefkühlschränke (-80°C)    New Brunswick Scientific, 
Nürtingen 
Tischzentrifuge  Megafuge 1.0  Heraeus Sepatech, Osterode 
am Harz 
Tischzentrifuge   Biofuge fresco  Heraeus Sepatech, Osterode 
am Harz 
Ultraschallbad Sonorex  RK  100  Bandelin Electronic GmbH & 
Co. KG, Berlin 4 MATERIAL UND METHODEN  36 
Gerät Bezeichnung  Hersteller 
Ultraschall-Homogenisator Sonopuls   Bandelin Electronic GmbH & 
Co. KG, Berlin 
Vacuumblotter  Model 785  Bio-Rad, München 
Vakuumpumpe Vacusafe  IBS  Integra  Biosciences, 
Chur, Schweiz 
Waage  LP 820   Sartorius AG, Göttingen 
Wasserbad    Gesellschaft für Labortechnik 
(GFL), Burgwedel 
Wasserbad mit integriertem 
Schüttler 
  Gesellschaft für Labortechnik 
(GFL), Burgwedel 
 
4.1.2  VERBRAUCHSMITTEL UND SONSTIGE MATERIALIEN 
Tabelle 4.2:   Übersicht verwendeter Verbrauchsmittel 
Verbrauchsmittel Hersteller 
1 ml Spritzen mit integrierter Nadel 
(Insulinspritzen)  
Braun, Melsungen 
5 ml Einmalspritzen  Braun, Melsungen 
50 ml Einmalspritze  Braun, Melsungen 
Bechergläser, verschiedene Größen  Schott, Mainz 
Butterfly Sarstedt,  Nümbrecht 4 MATERIAL UND METHODEN  37 
Verbrauchsmittel Hersteller 
Combitips (1 ml, 2,5 ml, 5 ml, 10 ml, 25 
ml, 50 ml)  
Eppendorf AG, Hamburg 
Deckgläschen  VWR International GmbH, Darmstadt 
Dreiwegehahn Braun,  Melsungen 
Drigalskyspatel  VWR International GmbH, Darmstadt 
Einfriergefäß Nunc,  Karlsruhe 
Einmal-OP-Mundschutz Coldex  Procter & Gamble, Schwalbach  
Einweghandschuhe aus  Latex, Manufix  
Sensitiv  
Braun, Melsungen  
Einweghandschuhe, TNT Blue Nitril   Ansell, Aalst, Belgien 
Einwegkanülen, verschiedene Größen   Braun, Melsungen 
Erlenmayerkolben Schott,  Mainz 
FACS-Röhrchen (Polystyren)  Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
Glasflaschen mit Schraubdeckel 1000 ml, 
500 ml, 100 ml und 10 ml 
Schott, Mainz 
Glas mit Deckel    Schott, Mainz 
Glassstäbe  VWR International GmbH,  Darmstadt 
Heidelberger Verlängerung  Braun, Melsungen 
Kanülensammler Medibox  Braun, Melsungen 4 MATERIAL UND METHODEN  38 
Verbrauchsmittel Hersteller 
Lysing Matrix D  MP Biomedicals, Straßburg,  
Frankreich 
MACS Säulen, LS  Miltanyi, Bergisch-Gladbach 
Microspin-Säulen S-200  GE Healthcare, Freiburg 
Mikroliterreaktionsgefäß, 0.5 ml, 1.5 ml, 2 
ml 
Eppendorf AG, Hamburg 
Neubauer-Zählkammer Labor  Optik 
Nitrocellulosemembran Protran  Schleicher und Schuell, Dassel 
Nitrozellulosemembran Hybond XL  GE Healthcare, Freiburg 
Parafilm „M“  American National Can, Chicago, USA 
Pasteurpipetten  VWR International GmbH, Darmstadt 
PCR Platten twin tec PCR Plate 96  Eppendorf AG, Hamburg 
PCR Reaktionsgefäße  ABgene, Hamburg 
PCR Reaktionsgefäß-Strips, 8er und 12er  ABgene, Hamburg 
Phase Lock Gel light, 2 ml, 15 ml, 50 ml  Eppendorf AG, Hamburg 
Pipettenspitzen, blau, gelb und weiß  Eppendorf AG, Hamburg 
Pipettenspitzen, gestopft (2,5 µl, 10 µl, 20 
µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl) 
Biozym Scientific GmbH, Hess. Olden-
dorf 
Plastikpipetten 50 ml, 25 ml, 10 ml, 5 ml  Grainer BioOne, Essen 
Präparationsbesteck Hauptner/Herberholz,  Solingen 4 MATERIAL UND METHODEN  39 
Verbrauchsmittel Hersteller 
Rasierklingen Apollo  Herkenrath, Solingen 
Reaktionsgefäße, 15 ml und 50 ml  Grainer BioOne, Essen 
Röntgenfilm (Hyperfilm M Enveloped)  GE Healthcare, Freiburg 
Spritzenvorsatzfilter Qualilab 0,22 µm & 
0,45 µm 
VWR International GmbH, Darmstadt 
Standzylinder Schott,  Mainz 
Steritop Filter GP 0,22 µm  Millipore GmbH, Schwalbach 
Whatman-Papier  Whatman GmbH, Dassel 
Zellkulturflaschen, T175  Grainer BioOne, Essen 
Zellkulturplatten, 6 well,  24 well, 96 well  TPP, Trasadingen, Schweiz  
Zellschaber  Grainer BioOne, Essen 
Zellsiebe Filicon, 70 µm  Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
 
4.1.3  CHEMIKALIEN, LÖSUNGSMITTEL UND FERTIGPUFFER 
Tabelle 4.3:   Übersicht verwendeter Chemikalien, Lösungsmittel und Fertigpuffer 
Chemikalien,Lösungsmittel und Fertigpuffer  Hersteller 
0,5 M  EDTA  PEI Medienküche, Langen 
1 kb DNA Leiter  New England Biolabs, Frankfurt 
1 M HEPES  PEI Medienküche, Langen 4 MATERIAL UND METHODEN  40 
Chemikalien,Lösungsmittel und Fertigpuffer  Hersteller 
100 bp DNA Leiter  New England Biolabs, Frankfurt 
10x PBS ohne Ca
2+ und Mg
2+  PEI Medienküche, Langen 
10x TBE  PEI Medienküche, Langen 
1x PBS ohne Ca
2+ und Mg
2+   PEI Medienküche, Langen 
1x PBS ohne Ca
2+ und Mg
2+ Gibco,  Karlsruhe 
20x SSC  PEI Medienküche, Langen 
Agarose Invitrogen,  Karlsruhe 
Ammoniumacetat  Merck KGaA, Darmstadt 
Ampicillin  Merck KGaA, Darmstadt 
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich,  München 
Bromphenolblau Bio-Rad,  München 
Chlorophorm, p.a.  Merck KGaA, Darmstadt 
Complete Mini Protease Inhibitor  Roche Diagnostics GmbH, Mann-
heim 
Desderman  Schülkes & Mayr, Norderstedt 
Diethylpyrocarbonat (DEPC)  Sigma-Aldrich, München 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  Sigma-Aldrich, München 
Dithiotreitol (DTT)  Sigma-Aldrich, München 
DNA Polymerase I  New England Biolabs, Frankfurt 4 MATERIAL UND METHODEN  41 
Chemikalien,Lösungsmittel und Fertigpuffer  Hersteller 
dNTP  New England Biolabs, Frankfurt 
EcoPol Puffer  New England Biolabs, Frankfurt 
EDTA  Merck KGaA, Darmstadt 
EGTA  Merck KGaA, Darmstadt 
Entwickler und Fixierer  Agfa, Köln 
Essigsäure  Merck KGaA, Darmstadt 
Ethanol, p.a.  Merck KGaA, Darmstadt 
Ethidiumbromid  Merck KGaA, Darmstadt 
ExpressHyp™ Hybridization Solution Clontech,  St-Germain-en-Laye, 
Frankreich 
FACS Lysing Solution  Becton Dickinson GmbH, Heidel-
berg 
FACS Clean  Becton Dickinson GmbH, Heidel-
berg 
FACS Flow  PEI Medienküche, Langen 
FACS Rinse  Becton Dickinson GmbH, Heidel-
berg 
Ficoll Biochrom,  Berlin 
Formaldehydlösung, 37%  Merck KGaA, Darmstadt 
Glycerin  Merck KGaA, Darmstadt 4 MATERIAL UND METHODEN  42 
Chemikalien,Lösungsmittel und Fertigpuffer  Hersteller 
Glycin Sigma-Aldrich,  München 
Glycogen  Roche Diagnostics GmbH, Mann-
heim 
Interferon-γ  Life Technologies Inc., Karlsruhe 
Isoamylalkohol  Merck KGaA, Darmstadt 
Isofluran Baxter,  München 
Isopropanol, p.a.  Merck KGaA, Darmstadt 
Isotonische Natriumchloridlösung (0,9%)  PEI Medienküche, Langen 
Kaliumchlorid  Merck KGaA, Darmstadt 
Ketamin Wirtschaftsgenossenschaft  Deut-
scher Tierärzte (WDT), Garbsen 
Klenow-Fragment  New England Biolabs, Frankfurt 
Kristallviolett Sigma-Aldrich,  München 
Methanol  Merck KGaA, Darmstadt 
Methylcellulose (Methocel MC)  Sigma-Aldrich, München 
N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin  Eurobio, Les Ulis Cedex, Frank-
reich 
Natriumacetat  Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumazid  Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumchlorid  Merck KGaA, Darmstadt 4 MATERIAL UND METHODEN  43 
Chemikalien,Lösungsmittel und Fertigpuffer  Hersteller 
Natriumdodecylsulfat (SDS), 10%ige Lösung  Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumorthovanadat Sigma-Aldrich,  München 
NP40 Sigma-Aldrich,  München 
Paraformaldehyd (PFA)  Merck KGaA, Darmstadt 
Phenol, Tris equilibriert pH 8.0  Sigma-Aldrich, München 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich,  München 
Poly-dIdC Sigma-Aldrich,  München 
Ponceau-Rot Sigma-Aldrich,  München 
Redivue™ 
32P-dCTP  GE Healthcare, Freiburg 
Rompun
® TS (Xylazin)  Bayer AG, Leverkusen 
Rotiphorese
®Gel 40 (29:1)  Carl Roth GmbH & Co. KG, 
Karlsruhe 
Salzsäure, rauchend  Merck KGaA, Darmstadt 
Streptomycin Gibco,  Karlsruhe 
Terralin Liquid  Schülkes & Mayr, Norderstedt 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)  Merck KGaA, Darmstadt 
Triton X-100  Sigma-Aldrich, München 
Trypanblau-Lösung Gibco,  Karlsruhe 
Tween  Merck KGaA, Darmstadt 4 MATERIAL UND METHODEN  44 
Chemikalien,Lösungsmittel und Fertigpuffer  Hersteller 
Wasserstoffperoxid  Merck KGaA, Darmstadt 
Xylencyanol Sigma-Aldrich,  München 
Zyklodestwasser (ddH2O), autoklaviert  PEI, Medienküche 
 
4.1.4  MEDIEN UND MEDIENZUSÄTZE 
Tabelle 4.4:   Übersicht verwendeter Medien und Medienzusätze 
Medium Hersteller 
MEM Earle’s  Biochrom, Berlin 
10x MEM  Gibco,  Karlsruhe 
DMEM Biochrom,  Berlin 
GlutaMAX Gibco,  Karlsruhe 
Fetales Kälberserum (FCS)  Biochrom, Berlin 
Natriumbicarbonatlösung (7,5%)  Gibco, Karlsruhe 
4.1.5  ENZYME 
Tabelle 4.5:   Übersicht verwendeter Enzyme 
Enzyme Hersteller 
Taq DNA Polymerase  Qiagen, Hilden 
Proteinase K  Roche, Mannheim 
2,5 M Trypsin-Melnick  Medienküche PEI, Langen 4 MATERIAL UND METHODEN  45 
 
4.1.6  RESTRIKTIONSENZYME 
Tabelle 4.6:   Übersicht verwendeter Restriktonsenzyme 








New England Biolabs, Frankfurt 
Die Restriktionsenzyme wurden mit einem passenden Puffer geliefert und verwendet. 
4.1.7  KITS 
Tabelle 4.7:   Übersicht verwendeter Kits 
Kits Funktion  Hersteller 
Rediprime II Random 
Prime Labelling System 
Radioaktive Markierung von 
Southern Blot Sonden 
GE Healthcare, Freiburg 
Qiagen Plasmid Maxi 
Kit 
Aufreinigung von Plasmid 
DNA 
Qiagen, Hilden 
PCR  Purification  Kit  Aufreinigung von PCR Pro-
dukten. 
Qiagen, Hilden 
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Kits Funktion  Hersteller 
Renaissance-Kit   Chemolumineszenz  für  Wes-
tern Blot 
NEN Life Science, Bos-
ton USA  
 
4.1.8  OLIGONUKLEOTIDE 
Alle Oligonukleotide (Primer) wurden HPLC aufgereinigt von Sigma-Genosys in Stein-
heim bezogen. 
Tabelle 4.8:   Übersicht verwendeter Oligonukleotide 
Oligomere Sequenz  PCR/ 
Verwendung 
∆Exon10 fwd  GGT TAA GCT CCT TGC TGC TAT CTG G 
∆Exon10 rev  TTG GAG ATG CAA TCT GCT ACT CAG C 
Deletion des 
Exon 10 im 
IFNAR-Lokus 
Exon11 fwd  GAA AGC TAG AGC TGG AGA TGC AGG G 




NesPr1   CGC TTC CGC TGG GTC ACT GTC G 




IFN-U745  CAG GCC ACT CTG CAT TTC CTC 
do2loxp  CTT TTT GGA TCG ATC CAT AAC TTC G 





M67a  ACG TCG ACA TTT CCC GTA AAT CTG 
M67b  CAG TCA GAT TTA CGG GAA ATG TCG 
Für STAT-1 
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4.1.9  ANTIKÖRPER 
Tabelle 4.9:   Verwendete Antikörper 
Antikörper Verwendungszweck Hersteller 
CD3 Histologie  Serotec 
Mac-3  Histologie  BD - Pharmingin, Hei-
delberg 
rat anti mouse IgG 2a,κ CD4-
PE 
FACS  BD - Pharmingin, Hei-
delberg 
rat anti mouse IgG 2b CD8a-
PE-Cy5 
FACS Caltag  Laboratories, 
Hamburg  





Western Blot  Cell Signaling Tech-
nologies, Beverly, USA 
HRP-konjugierter Antikörper 
(Schwein anti Kaninchen) 
Sekundärer Antikörper  Dako, Glostrup, Däne-
mark 
polyklonaler anti STAT-1 
(C-136) (aus Kaninchen) 
Western Blot  Santa Cruz Biotechno-
logies, Inc., Heidelberg 
 
4.1.10  ZELLLINIEN 
Tabelle 4.10:  Verwendete Zelllinien 
Zelllinie Herkunft 
BHK-21  Baby hamster kidney  
HeLa-S3 humane  Zervix-Karzinom-Zellen 
Vero  African green monkey kidney  4 MATERIAL UND METHODEN  48 
4.1.11  MAUSLINIEN 
Tabelle 4.11:  Übersicht verwendeter Mauslinien 
Genotyp Genetischer  Hintergrund  Literatur 
C57BL/6 (Wildtyp)     
IFNAR
-/-  C57BL/6  Müller et al., 1994 
IFNAR
flox/flox  C57BL/6  Kamphuis et al., 2006 
NesCre
+/-




  C57BL/6  Kalinke, U., unveröffentlicht 
IFNAR
∆Ex10/∆Ex10  SV129 x C57BL/6  Kalinke, U., unveröffentlicht 
Deleter-Cre  C57BL/6  Schwenk et al., 1995 
C57BL/6 Wildtypmäuse wurden über Harlan-Winkelmann GmbH, Borchen bezogen. 
Alle anderen Mauslinien wurden im Paul-Ehrlich-Institut gezüchtet. 
 
4.1.12  VIRUSSTAMM 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde Vesikuläres Stomatitis Virus (VSV) vom Serotyp Indi-
ana (Mudd-Summers Isolat) verwendet. Ursprünglich stammte das Virus von D. Kola-
kofsky, Universität Genf, Schweiz. 
 
4.1.13  PUFFER, STOCKLÖSUNGEN UND MEDIEN 
 
Für die Molekularbiologie   
TE-Puffer  10 mM Tris, pH8 ,0 
0,1 mM EDTA 
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DEPC-Wasser:  1% DEPC wurden in ddH2O gegeben und das Ge-
misch über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert 
und anschließend autoklaviert. 
 
Lysepuffer:  100 mM Tris-HCl, pH 8,5 
5 mM EDTA 
0,2% SDS 
200 mM NaCl 
100 µg/ml Proteinase K  
 
Chloroform/Isoamylalkohol:  Chloroform und Isoamylalkohol wurden in einem 
Verhältnis von 24:1 (v/v) gemischt. 
 
10 M Ammoniumacetat:  10 M Ammoniumacetat in ddH2O 
 
3 M Natriumacetat, pH 5,2:  3 M Natriumacetat in ddH2O,  




Für Southern Blot:   
Ethidiumbromidbad: 
 
0,5 µg/ml Ethidiumbromid in 0,5x TBE 
Denaturierungslösung:  0,25 M HCl 
 
Depurinierungslösung:  0,5 M NaOH,  
0,5 M NaCl 4 MATERIAL UND METHODEN  50 
 
Equilibrierungspuffer:  0,5 M Tris-HCl, pH 7.4 
0,5 M NaCl 
 
Waschpuffer 1:  2x SSC 
0,05% SDS 
 
Waschpuffer 2:  0,1x SSC 
0,1% SDS 
 
Lösung zur Entfernung der 
Southernblotsonde 
 
0,5% SDS in ddH2O 
Für EMSA   
Oligo-Puffer 10  mM  MgCl2 
50 mM KCl 
20 mM Tris-HCl, pH 7,5 
 
  
Shift-Puffer  100 mM HEPES, pH 7,9 
20 % Ficoll  
5 mM MgCl2 
200 mM KCl  
0,5 mM EGTA 
2,5 mM EDTA 
Für virologische, immunologische und zellbiologische Methoden 
Verozell-/BHK- Medium:  MEM mit 5% FCS und 1% Glutamax 
 
HeLa-Medium  DMEM mit 10% FCS, 1% Penicillin und 1% Strep-
tomycin 
Einfriermedium:  10% DMSO in 1x MEM 
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Zur Bestimmung von Neutralisierenden Antikörpern und Virustitern: 
2% Methylcellulose:  15 g Methocel MC werden in 750 ml ddH2O über 
Nacht bei 4°C unter Rühren gelöst und anschlie-
ßend autoklaviert. 
 
1% Methylcellulose-Lösung in 
1x MEM: 
 
Für 100 ml: 
50 ml 2% Methylcellulose 
10 ml 10x MEM 
5,86 ml Natriumbicarbonatlösung (7,5%) 
2,5 ml 1M HEPES 
31,6 ml steriles ddH2O 
 
Kristallviolett-Lösung:  5 g Kristallviolett 
50 ml Formaldehydlösung (30%) 
0,5 l Ethanol 
8 g NaCl 
ad 1 l mit ddH2O 
 
Für Western Blot:   
6x SDS Probenpuffer:  350 mM Tris-HCl  
30% Glycerol  
10% SDS  
0,6 M DTT 
0,012% Bromphenolblau, pH 6,8 
 
Laufpuffer für PAGE:  25 mM Tris-HCl 
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Ponceau-Rot-Lösung:  0,25 g Ponceau-Rot  
150 ml Essigsäure 
400 ml Methanol 
ad 1 l mit ddH2O 
Transferpuffer:  48 mM Tris  
39 mM Glycin  
0,01 % SDS  
20 % Methanol 
 
TBS:  3g Tris, pH 7,4 
8 g NaCl 
0,2 g KCl 
ad 1 l mit ddH2O 
 
TBS-T: TBS 
0,2 % Tween 
 
SDS/β-Mercaptoethanol-Puffer:  62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8 
2 % SDS 
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Zellextraktion 
Gesamtzellextraktionspuffer:  50 mM Tris-HCl, pH 7,4 
280 mM NaCl 
0,5 % NP40  
0,2 mM EDTA  
2 mM EGTA 
10 % Glycerol  
50 mM NaF  
10 mM Glycerolphosphat 
1 mM Natriumorthovanadat  
1 mM DTT 






Langzeitnarkoselösung:  1 ml Ketamin  10%   
0.25 ml Rompun 2%   
5 ml sterile 0,9% NaCl-Lösung 
 
Hirnhomogenatpuffer:  20 mM Tris/HCl pH 7.3 
140 mM NaCl  
0.5% Triton X-100,  
1 Tablette Complete Mini Proteaseinhibitoren 
2 mM Natriumothovanadat (Natriumorthovanadat 
und Complete Mini wurde erst unmittelbar vor 
Verwendung hinzugegeben.) 
 
4% PFA-Lösung (Formalin):  40 g PFA werden in 1 l PBS bei 70°C gelöst. Sollte 
die Lösung nicht klar sein, werden ein paar Trop-
fen Natronlauge hinzugegeben. Aliquotiert wurde 
das Formalin bei -20°C gelagert.  4 MATERIAL UND METHODEN  54 
 
Fixierlösung (FACS):  10 g PFA werden in 1 l PBS bei 70°C gelöst.  
 
FACS-Puffer:  10 g BSA 
0,15 g Natriumazid 
20 mM  EDTA 
ad 500 ml mit PBS 
Puffer wurde steril filtriert. 
 
MACS-Puffer: 1x  PBS 
0,5% BSA 
Puffer wurde steril filtriert und entgast. 
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4.2  METHODEN 
4.2.1  MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN 
4.2.1.1  FÄLLUNG VON NUKLEINSÄURE 
4.2.1.1.1  Fällung mit Ethanol 
Ein Volumen DNA in ddH2O oder TE-Puffer gelöst wurde mit 1 µl Glycogen, 2 ½ Vo-
lumen kaltem Ethanol abs. (-20°C) und 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat pH 5,2 ver-
setzt, kurz gemischt und für mindestens 30 Minuten bei -20°C inkubiert. Anschließend 
wurde die Probe bei 4°C für 30 min bei 16000 x g zentrifugiert, der Überstand abge-
saugt und das Pellet mit kaltem 70% Ethanol (v/v) gewaschen. Die Proben wurden er-
neut für 5 min bei 16000 x g zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Das DNA-
Pellet dann für etwa 10 min an der Luft getrocknet und anschließend in einem geeigne-
ten Volumen Wasser bzw. TE-Puffer resuspendiert. 
4.2.1.1.2  Fällung mit Isopropanol 
Ein Volumen DNA in ddH2O oder 1x TE-Puffer gelöst, wurde mit einem ¾ Volumen 
Isopropanol versetzt, kurz gemischt und für 30 min bei 16000 x g zentrifugiert. Der Ü-
berstand wurde abgesaugt und das Pellet mit 70% Ethanol (v/v) gewaschen. Die Proben 
wurden erneut für 5 min bei 16000 x g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das 
DNA-Pellet wurde für etwa 10 min an der Luft getrocknet und anschließend in einem 
geeigneten Volumen Wasser bzw. TE-Puffer resuspendiert. 
4.2.1.2  PHOTOMETRISCHE BESTIMMUNG VON NUKLEINSÄUREKONZENTRATIONEN 
Nukleinsäuren werden bei einer Wellenlänge von 260 nm und 280 nm gemessen. Die 
Absorption wurde in Quarzküvetten gemessen, da diese das UV-Licht nicht absorbieren. 
Nach Herstellung einer geeigneten Verdünnung der isolierten DNA in Aqua dest. wurde 
diese gegen einen Referenzwert (ddH2O) bei 260 nm und 280 nm gemessen. Zur Kon-
zentrationsbestimmung diente der Wert bei 260 nm, welcher mit dem Extinktionskoeffi-
zienten der DNA  (ε = 50) und dem Verdünnungsfaktor multipliziert und anschließend 4 MATERIAL UND METHODEN  56 
durch den Faktor 1000 geteilt wurde. Daraus ergibt sich die Konzentration der DNA in 
µg/µl. 
 
4.2.1.3  PRÄPARATION VON GENOMISCHER DNA 
4.2.1.3.1 Präparation von genomischer DNA aus Schwanzgewebe mittels Qiagen 
DNeasy Tissue Kit 
Die Isolation von genomischer DNA zur routinemäßigen Bestimmung des Genotyps 
transgener Mäuse wurde mit Hilfe des DNeasy Tissue Kits der Fa. Qiagen durchgeführt. 
Das Kit wurde gemäß Herstellerangaben verwendet. 
4.2.1.3.2  Präparation von genomischer DNA aus Organen mittels Phenol-Chloroform-
Extraktion 
Die isolierten Mausorgane wurden in flüssigem Stickstoff tiefgefroren und im Mörser 
pulverisiert. Das pulverisierte Gewebe wurde in 10 ml Lysepuffer gegeben und Protei-
nase K (100 µg/ml Endkonzentration) hinzugegeben. Das Lysat wurde für 3 Stunden 
oder über Nacht bei 50°C im Wasserbad unter Schütteln inkubiert. 
Nach dem Abkühlen auf Raumtemperatur wurde das Lysat in ein 50 ml Phase Lock 
Tube überführt und ein gleiches Volumen Tris-equilibriertes Phenol  hinzugegeben. Die 
Proben wurden vorsichtig invertiert und anschließend für 5 Minuten bei 1500 x g zentri-
fugiert. Dabei kommt es zur Phasentrennung, bei der die untere, organische Phase durch 
ein Gelkissen von der oberen, wässrigen Phase getrennt ist. Anschließend wurde ein 
weiteres Volumen Phenol hinzugegeben und die Extraktion wiederholt.  
Die obere wässrige Phase wurde in ein neues Phase Lock Tube überführt und je ½ Vo-
lumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1 v/v) und ½ Volumen Phenol hinzugegeben. 
Die Proben wurden erneut vorsichtig gemischt und bei 1500 x g für 5 Minuten zentri-
fugiert. Die Extraktion wurde noch zweimal mit 1 Volumen Chloro-
form/Isoamylalkohol  in einem frischen Phase Lock Tube wiederholt. Nach der letzten 
Extraktion wurde die obere, wässrige Phase in ein neues 50 ml Reaktionsgefäß über-4 MATERIAL UND METHODEN  57 
führt. Die DNA wurde durch Zugabe von  0,2 Volumen 10 M Ammoniumacetat und 2 
Volumen Ethanol abs. gefällt. Das Präzipitat wurde für 30 min bei 1500 x g zentrifu-
giert, der Überstand verworfen  und zweimal mit 70% Ethanol gewaschen. Das Pellet 
wurde an der Luft getrocknet  und in ddH2O gelöst. Zur vollständigen Lösung wurde die 
DNA für 24 bis 48 Stunden im Kühlraum bei 4°C geschüttelt. 
 
4.2.1.4  POLYMERASE-KETTENREAKTION (PCR) 
Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein in vitro-Verfahren, das die Amplifizierung defi-
nierter Nucleinsäure-Bereiche ermöglicht. Für die Reaktion werden hitzebeständige 
Polymerasen eingesetzt. Als DNA-Polymerase wurde entweder Taq oder HotStarTaq 
verwendet. Im Gegensatz zur Taq muss die HotStarTaq erst durch Inkubation von 15 
Minuten bei 94°C hitzeaktiviert werden. 
Für einen Reaktionsansatz mit 50 µl Gesamtvolumen wurden die folgenden Zusammen-
setzungen und PCR-Cyclerprogramme verwendet: 
5 µl 10x PCR-Puffer (Qiagen) 
5 µl 5’-Primer (5 µM) 
5 µl 3’-Primer (5µM) 
2 µl dNTP-Mix (je 10 mM) 
3 µl MgCl2 (25 mM, Qiagen)  
13 µl 5x Q-Solution (Qiagen) 
0,2 µl Taq (5 units/µl) 
11,8 µl ddH2O 
5 µl DNA-Lösung (über DNeasy Tissue Kit aufgereinigt) 
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35 
 
Tabelle 4.12:  Schema PCR-Programm 
Temperatur Zeit  Zyklen 
 
94°C 4  Min  1   














72°C 10  Min  1   
Alle Parameter der PCR müssen für jede Reaktion optimiert werden. 
 
4.2.1.5  RESTRIKTIONSVERDAU VON DNA 
Restriktionsendonukleasen spalten Phosphodiesterbindungen an spezifischen, meist 
palindromischen Erkennungssequenzen. Man unterscheidet Restriktionsendonukleasen 
vom Typ I, II und III. In der Molekularbiologie werden hauptsächlich Restriktionsendo-
nukleasen vom Typ II verwendet, bei denen die Erkennungsstelle auch der Schnittstelle 
entspricht. Für den Southern Blot wurden 20 µg genomische DNA mit 14 µl Enzym 
(140 units) in dem zugehörigen Puffer verdaut. 
 
4.2.1.6  AGAROSE-GELELEKTROPHORESE 
DNA-Fragmente können mit Hilfe eines Agarosegels entsprechend ihrer Größe aufge-
trennt werden. Durch die negativ geladenen Phosphatreste der DNA wandert diese im 
elektrischen Feld zur positiv geladenen Anode. 
Kleinere DNA-Fragmente können im elektrischen Feld im Vergleich zu größeren die 
Gelmatrix schneller durchlaufen. Diese Eigenschaft wird zur Auftrennung nach Größe 
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Für den Nachweis und Auftrennung von DNA wurden Agarosegele unterschiedlicher 
Konzentrationen verwendet. Hierfür wurde die entsprechende Menge Agarose in 1x 
TBE-Puffer unter Erwärmung gelöst. Für den anschließenden Nachweis der DNA im 
Agarosegel wurden 2,2 µl Ethidiumbromid (10 mg/ml) zugesetzt. Vor dem Auftragen 
wurden 10 µl DNA-Lösung mit 2 µl 6x DNA-Ladepuffer versetzt. Der Probenpuffer 
enthielt Glycerin, der die DNA-Lösung beschwert, sie dadurch zum Taschenboden 
bringt und ihre Diffusion aus den Taschen verhindert. 
An die Elektrophoresekammer wurde, wenn nicht anders beschrieben, eine Spannung 
von 110 Volt angelegt und das Agarosegel nach ca. 45 min. unter dem UV-Licht foto-
grafiert. Aufgrund der Interkalierung des fluoreszierenden Ethidiumbromids erschien im 
UV-Licht an der Stelle der DNA eine leuchtende Bande. Mit dem ebenfalls auf das Gel 
aufgetragenen Größenstandard war eine Zuordnung der Bande zu einer bestimmten 
Größe möglich. 
4.2.1.7  RADIOAKTIVER SOUTHERN BLOT 
Beim Southern Blot handelt es sich um eine 1975 von Edwin Southern entwickelte Me-
thode zum Nachweis einer bestimmten Gensequenz in einem komplexen DNA-Gemisch 
(z.B. genomische DNA), ohne das sämtliche Sequenzen des Gemisches bekannt sein 
müssen. Hierzu findet ein Transfer von DNA aus einem Agarosegel auf eine Träger-
membran mittels Vakuum statt (blotten). Die übertragene DNA wird dann mit einer 
sequenzspezifischen radioaktivmarkierten Sonde hybridisiert und über einen Röntgen-
film detektiert. 
Für den Southern Blot wurden 20 µg genomische DNA spezifisch mit Restriktionsen-
donukleasen verdaut und anschließend über Nacht bei 35 Volt in einem 0,8% Agarose-
gel aufgetrennt. Am nächsten Morgen wurde das Gel im Ethidiumbromidbad gefärbt 
und fotografiert. Im Anschluss wurde das Gel für 15 min. in 0,25 M HCl geschwenkt, 
was dazu führt, dass die DNA depuriniert wird. Danach wurde das Gel kurz gewässert 
und für 30 min. in Denaturierungspuffer geschwenkt. Nach erneutem Wässern und 15 
min. schwenken in Neutralisierungspuffer wurde die DNA im Vakuumblotter bei einem 
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Übertragung der DNA wurde diese unter 0,12 J UV-Licht mit der Membran querver-
netzt. 
Die Membran wurde dann für mindestens eine Stunde bei 60°C im 30 ml ExpressHyb 
Buffer prähybridisiert. Während dessen wurde 20 ng der Southern Blot-Sonde mit Hilfe 
des  Rediprime Labelling Systems (vergl. 4.2.1.8) radioaktiv markiert und nach De-
naturierung zur Membran hinzugegeben. Die Sonde wurde dann mit der Membran über 
Nacht bei 60°C inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Membran bei Raumtemperatur 
mit dem Waschpuffer 1 für 30-40 Minuten gewaschen. Dabei wurde der Puffer mehr-
mals gewechselt. Im Anschluss wurde der Southern Blot für 30 Minuten bei Raumtem-
peratur mit dem Waschpuffer 2 gewaschen, wobei der Puffer einmal ausgetauscht wur-
de. Danach erfolgte für 10 min. ein Waschschritt mit Waschpuffer 2  bei 58°C im 
Schüttelwasserbad. 
Anschließend wurde die Membran in Plastikfolie eingeschweißt, ein Röntgenfilm auf-
gelegt und die Kassette bei -70°C gelagert. Die Entwicklung des Röntgenfilms erfolgte 
nach 1-2 Wochen. 
4.2.1.8  RADIOAKTIVE MARKIERUNG DER SOUTHERN BLOT-SONDE 
Die 20 ng der Southern Blot-Sonde wurden mit dem Rediprime II Random Prime Label-
ling Systems und radioaktiv markiertem dCTP nach Herstellerangaben markiert. Die 
Synthesezeit der Sonde wurde auf  30 Minuten erhöht. Freie Nukleotide wurden von der 
markierten DNA-Sonde chromatographisch durch 3-minütige Zentrifugation bei 700 x g 
in Microspinsäulen abgetrennt. 
4.2.1.9  ENTFERNUNG DER SOUTHERN BLOT SONDE 
Zur Entfernung der Sonde wurde der hybridisierte Southern Blot für 10 Minuten in ei-
ner 90-100°C heißen 0,5%igen SDS-Lösung inkubiert und anschließend erneut prä-
hybridisiert und mit markierter Sonde hybridisiert. 
4.2.1.10  ELEKTROPHORETIC GEL MOBILITY SHIFT ASSAY (EMSA) 
Für DNA-Bindestudien wurden doppelsträngige Oligonukleotide mit singulären Binde-
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Oligonukleotide in Oligo-Puffer aufgenommen, 5 min. bei 95°C erhitzt und anschlie-
ßend langsam bis auf Raumtemperatur abgekühlt. 
Für die Sonden-Herstellung wurden die 5´-ACGT-3´- bzw. 5´-CAGT-3´-Übergänge bei 
M67a/b mit radioaktiv markierten Nukleotiden in einer durch Klenow-Polymerase kata-
lysierten Reaktion aufgefüllt. Dazu wurden 0,1 ng doppelsträngige Oligonukleotide und 
je 8 µl der vier [
32P]-markierten dNTP in Konzentrationen von 3 mM bei spezifischen 
Aktivitäten von 370 MBq/ml mit 1 µl Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I (Akti-
vität pro Reaktion 5 U) in 50 µl EcoPol-Puffer bei Raumtemperatur für 25 min. inku-
biert. Die Markierungsreaktion wurde durch 5-minütige Inkubation von 1 µl einer wäss-
rigen Lösung bestehend aus je 6,5 mM der vier nicht-radioaktiven dNTP und 
nachfolgend 1 µl einer 0,5 M EDTA-Lösung gestoppt. Freie Nukleotide wurden von der 
markierten DNA-Sonde chromatographisch durch 3-minütige Zentrifugation bei 700 x g 
in Microspinsäulen abgetrennt. 
In jeder Shift-Reaktion wurden 4,5 µl Zellextrakt mit 1 µl der radioaktiv-markierten 
DNA-Probe, 1 µl einer Polydesoxyinosidphosphatdesoxycytidinphosphat-Lösung 
(Poly-dIdC, mittlere Länge ca. 800 bp) der Konzentration 2 mg/ml, 4 µl H2O und 2,5 µl 
Shift-Puffer für 15 min. bei Raumtemperatur inkubiert.  
Die gebildeten Protein-DNA-Komplexe wurden in nativen, äquilibrierten 4,8%igen Po-
lyacrylamidgelen, bestehend aus Rotiphorese
®Gel 40 in 0,25-fachem TBE bei 400 V 
und 4°C für 90 min. aufgetrennt (Fried und Crothers, 1981). Gebundene Radioaktivität 
wurde in den Vakuum-getrockneten Gelen mit Hilfe des Phospho-Imagers Storm 820 
detektiert. 
4.2.2  ZELLKULTURTECHNIKEN 
4.2.2.1  ARBEITEN MIT ZELLKULTUREN 
Die Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter einer sterilen Werkbank  mit vertikaler 
Luftströmung durchgeführt. Die Arbeitsfläche und die benutzten Geräte wurden vor und 
nach dem Arbeiten mit Terralin Liquid desinfiziert. Es wurden neben Einweg-
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verwendet. Vor dem Beginn der Arbeit wurden alle Lösungen und Medien auf 37°C 
vorgewärmt. 
4.2.2.2  KULTURBEDINGUNGEN FÜR EUKARYONTISCHE ZELLEN 
BHK, HeLa und Vero-Zellen wurden bei 37°C mit 5% CO2 und 95% relativer Luft-
feuchte kultiviert.  
4.2.2.3  PASSAGIEREN VON ZELLEN 
Wenn die Zellen in der Zellkulturflasche eine Konfluenz von etwa 80% erreicht haben, 
sollten sie passagiert werden. Die Zellen wurden zunächst in PBS gewaschen. Dies 
dient dazu Calciumionen die sich im Medium befinden zu entfernen, da diese bei Zu-
gabe von Trypsin Komplexbildungen vollziehen, wodurch sich die Zellen nicht von der 
Zellkulturflasche lösen können. Nach dem Entfernen der Calciumionen wurden die Zel-
len mit ca. 5 ml Trypsin (0,5 %) abgelöst. Mit Medium wurde nun auf ein geeignetes 
Volumen aufgefüllt (in der Regel 10 ml) und je nachdem in welchem Verhältnis pass-
agiert wird, Zellen in eine neue Zellkulturflasche mit vorgelegtem Medium überführt. 
Wurden die Zellen beispielsweise 1:10 passagiert, wurde bei einem Volumen von 
10 ml, 1 ml der Zellen in einer frischen Zellkulturflasche mit vorgelegtem Medium wei-
tergeführt. 
4.2.2.4  EINFRIEREN VON ZELLEN 
Die Zellen werden für die Lagerung im Stickstoff in Medium mit 10% DMSO eingefro-
ren. DMSO diffundiert durch die Zellmembran und ersetzt das Wasser innerhalb der 
Zelle. So wird verhindert, dass sich Eiskristalle beim Einfriervorgang bilden können, 
welche die Zellstruktur zerstören würden. 
Zum Einfrieren wurde das Medium abgesaugt und die Zellen in PBS gewaschen, da-
nach wurden diese trypsinisiert, in Medium resuspendiert und anschließend für 3 min. 
bei 300 x g. zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in dem Ein-
friermedium resuspendiert und im entsprechenden Volumen eingefroren. Aus einer 
T175 Zellkulturflasche erhielt man bei einer Konfluenz von 80% etwa drei Nunc Gefä-
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Temperatur von 1°C/Stunde ermöglicht, auf -80°C gelagert  und konnten nach einigen 
Tagen in den flüssigen Stickstoff gegeben werden. 
4.2.2.5  LAGERUNG VON ZELLEN 
Zellen können mehrere Jahre in einem speziellen Einfriermedium in flüssigem Stick-
stoff (-196°C) gelagert werden. 
4.2.2.6  AUFTAUEN VON ZELLEN 
Bevor die in Medium mit 10% DMSO eingefrorenen Zellen wieder in Kultur genom-
men werden können, muss zunächst das DMSO aus dem Medium entfernt werden. 
Hierfür wurden die Zellen mit 5 ml Medium in ein Zentrifugenröhrchen aufgenommen 
und für 3 min. bei 300 x g. zentrifugiert. Nachdem der Überstand verworfen wurde, 
werden die Zellen in 10 ml Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche gege-
ben. Mit Medium wurde auf das entsprechende Volumen aufgefüllt.  
4.2.2.7  ZELLZAHLBESTIMMUNG 
Die Zellzahlbestimmung erfolgte mittels einer Neubauer-Zählkammer und gab zudem 
Auskunft über den Vitalitätszustand der Zellen. Hierzu wurde ein Vitalitätstest durchge-
führt, der auf der Tatsache beruhte, dass tote Zellen eine veränderte Membranpermeabi-
lität aufweisen. Farbstoffe, die nicht die Membran lebender Zellen passieren können, 
gelangen jedoch in tote Zellen hinein. Hierfür verwendet man zum Beispiel Trypanblau. 
Beim Auszählen der Zellen ist darauf zu achten, keine Zellaggregate auszuzählen, da 
dies die Genauigkeit der Zählung beeinflussen kann. 
Die Zellsuspension wurde mit Trypanblau seriell in log2 Stufen verdünnt. Eine entspre-
chende Verdünnung wird auf die Neubauer-Zählkammer gegeben und vier Großquadra-
te à 16 Kleinquadraten ausgezählt. Zellen, die auf einer der Linien der angrenzenden 
Quadrate liegen, sollten nicht doppelt gezählt werden. 
Da jedes ausgezählte Quadrat eine Fläche von 0,04 mm
2 besitzt und eine Tiefe von 1 
mm aufweist, ergibt sich ein Volumen von 0,004 µl. Die ermittelte Zellzahl wird daher 
mit 10
4 und dem Verdünnungsfaktor multipliziert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt 
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4 10 ⋅ ⋅ = V N C   (4.1)
 
C = Zellen pro ml 
N = Mittelwert der gezählten Zellen  
V = Verdünnungsfaktor 
10
 4 = Kammerfaktor für 1 mm
2 
 
4.2.3  TIEREXPERIMENTELLE TECHNIKEN 
Alle Mausexperimente wurden entsprechend der gesetzlichen Leitlinien zur Durchfüh-
rung von Tierversuchen durchgeführt. 
4.2.3.1  MAUSHALTUNG 
Alle Mauslinien wurden unter SPF-Bedingung im S1 Bereich  der zentralen Tierhaltung 
des Paul-Ehrlich-Institut gezüchtet und gehalten. Zu Beginn eines Experiments wurden 
die Mäuse in den experimentellen Mausraum (S2) transferiert. In beiden Räumen sitzen 
die Mäuse in einzelbelüfteten Käfigen in gleichgeschlechtlichen Gruppen von bis zu 5 
Tieren. Nur zu Zuchtzwecken wurden auch gegenschlechtliche Gruppen gehalten. 
4.2.3.2  MAUSZUCHT UND –SCREENING 
Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten transgenen Mäuse wurden im Paul-Ehrlich-
Institut von Dorothea Kreuz gezüchtet. C57BL/6 Mäuse wurden über die Firma Harlan-
Winkelmann GmbH, Borchen bezogen. Die Genotypen wurden über PCR verifiziert. 
4.2.3.3  MAUSNARKOSE 
4.2.3.3.1 Kurzzeitinhalationsnarkose 
Zur Kurzzeitinhalationsnarkose wurde in ein Glas mit Deckel 1-2 ml Isofluran gegeben 
und mit etwas Zellstoff überdeckt. Die Maus wurde in das Glas gegeben und bis zur 4 MATERIAL UND METHODEN  65 
Narkose beobachtet. Nach dem Herausnehmen der Mäuse blieben sie noch etwa 30 Se-
kunden in Narkose. 
4.2.3.3.2 Langzeitnarkose 
Den Mäusen wurden pro 10 g Körpergewicht 100 µl Ketamin/Rompun i.p. gespritzt. 
Nach einer Inkubation von etwa 15 Minuten lagen die Mäuse in Vollnarkose (Überprü-
fung des Zwischenzehenreflexes). 
4.2.3.4  MAUSTÖTUNG 
Die Mäuse wurden mit Isofluran betäubt und anschließend durch zervikale Dislokation 
getötet. 
4.2.3.5  RETROORBITALE BLUTENTNAHME 
Die Mäuse wurden mittels Isofluran für kurze Zeit betäubt. Dabei wurde die Atmung 
der Mäuse genau überwacht, um einen Atemstillstand zu vermeiden. Durch festes Hal-
ten der Maus im Nacken wurde das Blut gestaut und die Augen traten hervor. Die 
Pasteur-Pipette wurde von vorn seitlich hinter das Auge geführt. Durch mechanisches 
Drehen der Pipette wurde eine Läsion an der Augenvene gesetzt, welche einen Blutsog 
in die Pipette bewirkte. Pro Blutung wurde ein Volumen von 100 bis 200 µl Blut abge-
nommen.  
4.2.3.6  VIRUSINFEKTION VON MÄUSEN 
4.2.3.6.1 Intranasale  Infektion 
Zur intranaslen Infektion wurden die Mäuse in Vollnarkose gelegt (siehe 4.2.3.3.2) und 
anschließen das in PBS verdünnte Virus in einem Gesamtvolumen von 10 µl vorsichtig 
in die Nase pipettiert.  
4.2.3.6.2 Intravenöse  Infektion 
Um eine intravenöse Injektion in die Schwanzvene zu erleichtern, wurden die Mäuse ca. 
10 min unter Rotlicht aufgewärmt. Die Menge des zu injizierenden Virus wurde in 
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Schwanz leicht zugänglich machte. Die Kanüle wurde in einem sehr flachen Winkel in 
die Schwanzvene eingeführt und der Spritzeninhalt injiziert. 
4.2.3.7  PERFUSION 
Die Mäuse wurden zunächst mit Ketamin/Rompun anästhesiert (siehe 4.2.3.3.2) und 
anschließend auf dem Präparierblock aufgespannt und der Thorax geöffnet. In den lin-
ken unteren Ventrikel wird über eine Butterfly-Kanüle ein Zugang gelegt, über den 
0,9%ige NaCl-Lösung in die Maus geleitet wurde. In den rechten unteren Ventrikel 
wurde mit einer Schere in kleines Loch hinein geschnitten, über welches das Blut ablau-
fen kann. Die NaCl-Lösung wurde mittels Gravitation in die Maus geleitet und durch 
den verbleibenden Herzschlag in alle Organe gepumpt und diese so von dem Blut be-
freit.  
4.2.4  HISTOLOGISCHE TECHNIKEN 
Die im Rahmen dieser Arbeit gezeigten Histologien wurden aus Formalin-fixierten Or-
ganen am Institut für Neuropathologie der Universität Göttingen erstellt (Gruppe Dr. M. 
Prinz). Hierfür wurden die Gewebe in Paraffin eingebettet, geschnitten, anschließend 
H&E sowie anti Mac-3 für Macrophagen oder anti CD3 Antikörpern für T-Zellen ge-
färbt (Prinz et al., 2006).  
4.2.5  IMMUNOLOGISCHE UND VIROLOGISCHE TECHNIKEN 
4.2.5.1  ANZUCHT VON VESIKULÄREM STOMATITIS VIRUS 
In T175 Zellkulturflaschen wurden BHK Zellen zu  konfluenten Monolayern wachsen 
gelassen. Das Medium wurde entfernt und VSV in einer MOI 0,1 in 3 ml MEM mit 2% 
FCS zu den Zellen gegeben. Nach einer Stunde Inkubation bei Raumtemperatur wurden 
weitere 27 ml Medium hinzugegeben  und die Zellen für 48 h im Brutschrank inkubiert. 
Anschließend wird das Medium abgenommen und Zelltrümmer durch Zentrifugation 
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4.2.5.2  VSV-NEUTRALISATIONSTEST 
Der VSV Neutralisationstest dient dazu, VSV-neutralisierende Antikörper (IgG und 
IgM) aus Seren nachzuweisen. Dazu wurden zunächst in 96-well Flachbodenzellkultur-
platten je 100 µl einer Verozellsuspension (2x 10
5 Zellen/ml in Medium) gegeben  und 
über Nacht im Brutschrank inkubiert.  
Zum unabhängigen Nachweis von IgG wurden vorhandene IgM-Moleküle durch Re-
duktion mit β-Mercaptoethanol zerstört. Hierzu wurden 10 µl Serum mit 10 µl 280 mM 
β-Mercaptoethanol bei Raumtemperatur vorbehandelt. Die vorbehandelten und nicht 
vorbehandelten Seren wurden mit Medium 1:20 bzw. 1:40 vorverdünnt und für 30 Mi-
nuten bei 56°C inkubiert. Dabei wurden die Bausteine des Komplementsystems hitzein-
aktiviert. Zu 100 µl der verdünnten Seren wurden je 100 µl VSV in einer Konzentration 
von 10
3 pfu/ ml gegeben und für 90 Minuten bei 37°C inkubiert. 
Von den am vorherigen Tag ausgesäten  Verozellen wurde das Medium entfernt und je 
100 µl der Virus-Serum-Mischung  zugegeben. Nach einer 60 minütigen Inkubation bei 
37 °C wurde das Medium mit 1%iger Methylcellulose überschichtet und über Nacht im 
Brutschrank inkubiert.  
Am nächsten Tag wurde das Medium entfernt und die Zellen mit Kristallviolett über-
schichtet. Nach einer Stunde bei Raumtemperatur wurde die Farblösung mit Leitungs-
wasser weggewaschen und die Platten luftgetrocknet.  
Die höchste Serumverdünnung, bei der 50% der Virusplaques  reduziert sind, bestimmt 
den Antikörpertiter (Charan und Zinkernagel, 1986). 
4.2.5.3  BESTIMMUNG VON VIRUSTITERN (PLAQUE-ASSAY) 
Am Tag vor Durchführung des Plaque-Assays wurden in 6-Well Flachbodenzellkultur-
platten je 3 ml einer Verozellsuspension (2x 10
5 Zellen/ml in Medium) eingesät und 
über Nacht im Brutschrank inkubiert. Zur Bestimmung von Virustitern aus Organen 
wurden diese in 1 ml Medium mit Hilfe des FastPrep-Homogenisators homogenisiert 
und das Homogenat in seriellen 1:10 Schritten verdünnt. Je 1 ml der Verdünnungen 
wurde auf den konfluenten Zellrasen gegeben und für 1 Stunde bei 37°C inkubiert. An-4 MATERIAL UND METHODEN  68 
schließend wurde das Medium vorsichtig mit 1%iger Methylcellulose überschichtet und 
über Nacht bei 37°C inkubiert.  
Am nächsten Tag wurde das Medium entfernt und die Zellen mit Kristallviolett über-
schichtet. Nach einer Stunde bei Raumtemperatur wurde die Farblösung mit Leitungs-
wasser weggewaschen und die Platten luftgetrocknet.  
Die Plaques werden ausgezählt und der Titer ergibt sich nach der Formel:  
 
1 /
− ⋅ = V N ml pfu   (4.2)
 
N = Anzahl der Plaques 
V = Verdünnung 
4.2.5.4  DURCHFLUSSZYTOMETRIE 
Die Messungen erfolgten am LSRII von Becton Dickinson und wurden mit dem Diva-
FACS Analyse Programm ausgewertet. 
Beim FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) handelt es sich um eine Methode der 
Durchflusszytometrie, daher kann sie nur an Zellen in Suspension angewendet werden. 
Sie ermöglicht unter anderem eine quantitative Bestimmung von Oberflächenmolekü-
len. Grundlage ist die Antigen-Antikörper-Reaktion, die mit Fluoreszenzfarbstoff-
markierten Antikörpern durchgeführt wird. Die Zellen werden mit monoklonalen Anti-
körpern, die gegen bestimmte Oberflächenmoleküle gerichtet und Fluorochrom konju-
giert sind, markiert. Zur Analyse werden die Zellen in einer Einzelzellsuspension durch 
hydrodynamische Fokussierung an einem gebündelten Laserstrahl geeigneter Wellen-
länge vorbeigeleitet. Bei exakter Anregung der Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes 
durch den monochromatischen Laserstrahl werden diese auf ein höheres Energieniveau 
gehoben. Nach dem Laserpuls fallen die Elektronen unter Abgabe von Energie in Form 
von Photonen auf ihr Ursprungsniveau zurück. Die emittierte Photonenkonzentration, 
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an gebundenen Antikörpern pro Zelle. Die Lichtsignale werden proportional zur Licht-
stärke in elektronische Signale umgewandelt. 
Zusätzlich werden durch die Lichtbeugung und -streuung Informationen über die Zell-
größe und die Binnenstruktur der Zelle gewonnen. Anhand des Vorwärtslichtes erhält 
man Informationen über die Größe der Zelle. Das Seitwärtsstreulicht  ermöglicht Aus-
sagen über ihre Granularität. 
Eine gleichzeitige FACS-Messung mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen ist mög-
lich, weil sich die eingesetzten Farbstoffe zwar bei einer gemeinsamen Wellenlänge 
anregen lassen, aber über unterschiedliche, für den jeweiligen Farbstoff charakteristi-
sche Emissionsspektren verfügen. 
Die Darstellung im Vorwärts-/Seitwärtsstreulicht ermöglicht durch das Setzen eines 
Rahmens die Auswahl bestimmter Zellpopulationen sowie den Ausschluss von Zell-
trümmern und toten Zellen. 
4.2.5.5  ANTIKÖRPERFÄRBUNG VON ZELLEN 
Standardmäßig wurden 1x10
6 Zellen in einem Gesamtvolumen von 50 µl 
(FACS-Puffer) gefärbt. Nach Zugabe der Antikörper folgten 15 Minuten Inkubation im 
Kühlschrank. Wurden direkt Blutzellen gefärbt, wurde 1 ml FACS Lysing Solution hin-
zugegeben, die die Erythrozyten lysierte und gleichzeitig die Zellen fixierte, und für 30 
Minuten bei 4°C inkubiert. Der Überstand wurde nach Zentrifugation bei 300 x g für 5 
min abgekippt und verworfen. Anschließend wurden die Proben mit mindestens 1 ml 
FACS-Puffer gewaschen, erneut zentrifugiert und der Überstand abgekippt 
4.2.5.6  WESTERN BLOT 
Zelluläre Extrakte wurden im Western-Blot-Verfahren auf das Ausmaß der Tyrosin-
Phos-phorylierung von STAT-1 untersucht. Dazu wurden je 10 µl der Lysate in 2 µl 6x 
SDS-Probenpuffer  aufgenommen und in 7%igen SDS-Polyacrylamid-Gelen unter 
Standardbedingungen in Laufpuffer bei 200 V aufgetrennt (Laemmli et al., 1970). Der 
anschließende, 40-minütige Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf 
Nitrozellulose-Membran erfolgte im Semi-Dry-Verfahren bei 18 V. Anschließend wur-
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mit dem polyklonalem Phosphospezifischem Anti-STAT-1-Tyr
701-Antikörper bei 
Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in TBS-T 
erfolgte eine 45-minütige Inkubation mit Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Schwein-
Anti-Kaninchen-Immunglobulinen. Spezifisch gebundene Antikörperkomplexe wurden 
nach weiteren drei Waschprozeduren in TBS-T und zuletzt in TBS über ihre Peroxi-
dase-Aktivität in einer Chemilumineszenzreaktion mit Hilfe des Renaissance-Kits 
nachgewiesen. Zur Photodokumentation wurden die Membranen in dem Lumi-Imager 
digital erfaßt. 
4.2.5.7  ENTFERNUNG DER ANTIKÖRPERBINDUNG VOM WESTERN BLOT 
Zur Bestimmung des STAT-1-Expressionsniveaus wurden die in der ersten Reaktion 
gebundenen Antikörper für 40 min. bei 50°C in  SDS/β-Mercaptoethanol-Puffer wieder 
entfernt und die Blot-Membranen anschließend mit STAT-1-spezifischen polyklonalen 
Antikörpern inkubiert.  
4.2.5.8  HERSTELLUNG VON HIRNHOMOGENATEN FÜR ELISA 
Hirngewebe wird in einer passenden Menge Hirnhomogenatpuffer in der FastPrep ho-
mogenisiert. Anschließend wird das Homogenat für 15 min bei 16.000 x g bei 4°C 
zentrifugiert und der klare Überstand für den ELISA verwendet. 
4.2.5.9  ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA) 
Diese Methode erlaubt einen qualitativen und quantitativen Nachweis von Proteinen in 
Zellkulturüberständen, Seren oder Gewebehomogenaten. Der ELISA bedient sich eines 
Enzyms als Marker. Die Proteinkonzentration kann so anhand des Substratumsatzes 
bestimmt werden. Es wurde für sämtliche Experimente ein Sandwich-ELISA verwen-
det. Hierbei wurden die monoklonalen Antikörper auf der Mikrotiterplatte gebunden. So 
wurde das in den Zellkulturüberständen, Serum oder Homogenat vorkommendes Pro-
tein im ersten Schritt über die Antikörper auf der Platte gebunden. Nach Wegwaschen 
der ungebundenen Proteine wurde ein spezifischer Enzym-gekoppelter polyklonaler 
Antikörper zugegeben, der wiederum an das gebundene Protein auf der Platte bindet. 
Bei dem Enzym handelte es sich in den hier angewendeten Tests um die Meerrettich-
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Enzym-Reagenz zu entfernen, wurde eine Substratlösung zugesetzt. Als Substrat wirkte 
hier Tetramethylbenzidin (TMB). Durch Umwandlung des TMB durch die Peroxidase 
wird ein blaugefärbtes Produkt gebildet, das sich nach Zugabe der Stop-Lösung gelb 
verfärbt. An einem ELISA-Reader konnte anschließend die Absorption der Lösung be-
stimmt werden.Dabei verhielt sich die Farbintensität proportional zur gebundenen Pro-
teinmenge. Über eine Standardreihe, die in jedem Test mitgeführt wird, können die ge-
nauen Konzentrationswerte der Proteine ermittelt werden. 
Die genauen Arbeitsschritte wurden gemäß dem dem Kit beiliegenden Protokoll durch-
geführt.  
4.2.5.10  FRAKTIONIERTE ZELLEXTRAKTION 
Von Gewebeproben wurden entweder cytoplasmatische, nukleare oder Gesamtzell-
extrakte gewonnen.  
Cytoplasmatische Extrakte wurden durch Zugabe von 150 µl cytoplasmatischem Ex-
traktionspuffer erhalten. Die Gewebe wurden fünfmal in einer 200 µl Pipettenspitze auf- 
und abpipettiert und für 5 min. auf Eis lysiert. Die Extrakte wurden bei 16000 x g für 10 
Sekunden zentrifugiert und die Überstände dann für weitere 5 min. bei 16000 x g und 
4°C zentrifugiert. Die Überstände dieses letzten Zentrifugationsschrittes wurden als 
cytoplasmatische Extrakte für Western Blot Untersuchungen oder Gelshift-Assays por-
tioniert, auf Trockeneis eingefroren und dann bei -80°C gelagert. Das Pellet der ersten 
Zentrifugation wurde in 150 µl nuklearem Extraktionspuffer aufgenommen und für wei-
tere 30 min. auf Eis aufgeschlossen. Nukleäre Extrakte wurden nach einer 15-minütigen 
Zentrifugation bei 16000 x g und 4°C in den Überstände enthalten und ebenfalls bis zu 
ihrer weiteren Verwendung auf Trockeneis eingefroren und bei -80°C gelagert.  
Für die Herstellung von Gesamtzelllysaten wurden die Gewebe in 150 µl Gesamtzell-
Extraktionspuffer aufgenommen. Die Gewebe wurden durch fünfmaliges Auf- und Ab-
pipettieren und anschließender 30-minütiger Inkubation auf Eis lysiert. Die Extrakte 
wurden für 5 min. bei 16000 x g und 4°C zentrifugiert und die portionierten Überstände 
auf Trockeneis eingefroren.  5  ERGEBNISSE 
5.1  EIN NEUES MAUSMODELL ZUM STUDIUM DER ROLLE DER 
TYP I INTERFERONE IM ZENTRALEN NERVENSYSTEM 
5.1.1  GENERIERUNG UND CHARAKTERISIERUNG EINER GENTECHNISCH 
VERÄNDERTEN  MAUSLINIE MIT EINER GEWEBESPEZIFISCHEN 
DELETION DES TYP  INTERFERONREZEPTORS IM ZENTRALEN 
NERVENSYSTEMS 
Es ist bekannt, dass virale Infektionen in der Peripherie des Körpers durch das Immun-
system bekämpft werden. Es wird davon ausgegangen, dass nur wenn die periphere 
Immunabwehr versagt, es möglich ist, dass das Virus das zentrale Nervensystem (ZNS) 
infiziert. Eine zentrale Rolle in der angeborenen und adaptiven Immunabwehr spielen 
die Typ I Interferone. Mäuse ohne Typ I Interferonrezeptor (IFNAR
-/-), und somit ohne 
funktionelles Typ I Interferonsystem, sind im Gegensatz zu WT Mäusen nicht in der 
Lage, Virusinfektionen zu kontrollieren und sterben innerhalb weniger Tage nach Infek-
tion mit dem Vesikulären Stomatitis Virus (VSV) (Müller et al., 1994). Um zu überprü-
fen, ob die These, dass antivirale Aktivitäten nur in der Peripherie eine Rolle spielen, 
zutrifft, wurde durch Ulrich Kalinke ein Mausmodell entwickelt, das es ermöglicht, das 
Interferonsystem gewebsspezifisch im ZNS auszuschalten. Auf der Basis der Cre loxP-
Technologie wurde hierfür zunächst eine Mauslinie hergestellt, die einen konditionellen 
ifnar1-Lokus trägt. Das heißt, dass bei dieser Mauslinie Genelemente, die für die Funk-
tion des ifnar1 Gens essentiell sind, mit den loxP Erkennungssequenzen der Rekombi-
nase Cre (von Causes Recombination) flankiert wurden. Durch Kreuzen dieser Mausli-
nie mit anderen gentechnisch veränderten Mauslinien, die die Rekombinase Cre 
spezifisch in bestimmten Zelltypen oder Geweben exprimieren, können Mäuse mit einer 
Zelltyp oder Gewebe-spezifischen  ifnar1 Deletion gezüchtet werden (Kamphuis et al., 
2006).   
Durch zielgerichtete Mutagenese (Gene Targeting) der IFNAR-α-Kette mit einem Tar-
geting-Vektor, der neben den Exons 7-10 eine Neomycin-Resistenz-Kassette (neo) und 5 ERGEBNISSE   73 
eine Thymidinkinase-Kassette (TK) enthielt, wurden murine embryonale Stammzell-
klone generiert, die ein mit loxP-Sequenzen flankiertes Exon10 sowie eine loxP flan-
kierte neo-Kassette enthalten. LoxP-Sequenzen (von Locus of Crossingover (X)) sind 
34 Basenpaar (bp) lange palindromische Sequenzen aus dem Bakteriophagen P7 (Orban 
et al., 1992; Sauer und Henderson, 1988), die durch die Rekombinase Cre erkannt wer-
den. Die flankierte Sequenz wird mitsamt einer der beiden loxP-Sequenzen herausge-
schnitten und anschließend abgebaut, so dass es zu einer Deletion des flankierten Gen-
abschnitts kommt. 
Murine embryonale Stammzellen der Zelllinie IB10, die ursprünglich aus Blastozysten 
der Mauslinie SV126 isoliert worden ist, wurden mit dem Targeting-Vektor durch Elek-
torporation stabil transfiziert. Durch homologe Rekombination wurde die mutierte Se-
quenz in den ifnar1-Genlokus integriert, wobei die TK-Kassette deletiert wurde. Durch 
positive Selektion auf Neomycin-Resistenz und negative Selektion auf die TK-Kassette. 
Die TK-Kassette liegt außerhalb der homologen Arme und entfällt bei einer erfolgrei-
chen homologen Rekombination, wohingegen sie bei einer zufälligen Integration oft in 
das Mausgenom integriert wird. Durch die Thymidin-Kinase werden Stoffe wie Gan-
cyclovir oder Cymevene in toxische Stoffe umgewandelt, die die Zelle dann töten 
(Mansour et al., 1988). Im nächsten Schritt wurden Klone mit erfolgreicher homologer 
Rekombination durch PCR identifiziert. Mittels Southern Blot Analyse wurde die ge-
wünschte Mutation bestätigt. Durch anschließende transiente Cre-Expression wurde die 
loxP flankierte Neo-Kassette entfernt und die Stammzellen mit dem so entstandenen 
ifnar1
flox Allel in Blastocysten mikroinjiziert. Die mikroinjizierten Blstozysten wurden 
in scheinschwangere Mäuse transferiert, in denen sich chimäre Nachkommen entwi-
ckelten, die sowohl Erbinformationen der mutierten Stammzelle als auch der Blasto-
cyste enthielten. Durch Kreuzung der chimären Nachkommen und nach erfolgreicher 
Keimbahntransmission wurden heterozygote IFNAR
flox/WT erhalten, die weiter verkreuzt 
wurden, um homozygote IFNAR
































Abb. 5.1: Schematische Darstellung der genetischen Basis für die Herstellung von gentechnisch 
veränderten Mäusen mit einem konditionellen Typ I Interferonrezeptors und Nachweis 
des Genotyps durch Southern Blot Analyse. Für die zielgerichtete Mutagenese des ifnar1 
Gens wurde das Exon 10 durch zwei loxP-Sequenzen flankiert. Nach homologer Integration 
des  Targeting-Vektors in das Genom muriner embryonaler Stammzellen (Mutiertes Allel) 
wurde die ebenfalls loxP flankierte Neo-Kassette durch transiente Cre-Expression entfernt (if-
nar1
flox). Nach Blastozysteninjektion erhielt man chimäre Mäuse, die durch weitere Kreuzung 
mit WT Tieren das IFNAR
flox Allel an Nachkommen weiter gaben. Nach Kreuzung mit Dele-
ter-Cre Mäusen, wurden Mäusen mit einer ubiquitären Deletion des Exon 10 gezüchtet (IF-
NAR
∆Ex10/∆Ex10). Mäuse mit einer hirnspezifischen Deletion des Exon 10 wurden durch Kreu-
zung von IFNAR
flox/flox Mäusen mit NesCre
+/- Mäusen, die Cre ZNS-spezifisch exprimieren, 
erreicht.  
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Die Funktionalität des Interferonsystems in den IFNAR
flox/flox Mäusen wurde durch in-
travenöse Infektion mit VSV gezeigt. IFNAR
flox/flox Mäuse sind gegenüber der Virusin-
fektion genauso resistent wie WT Kontrollen (U. Kalinke, unveröffentlicht). Die Kreu-
zung der IFNAR
flox/flox Mäuse mit Deleter-Cre (Schwenk et al., 1995) Mäusen führte zu 
einer ubiquitären Deletion des Exon 10 (IFNAR
 ∆Ex10/∆Ex10). Exon 10 kodiert die Trans-
membrandomäne der α-Kette des Rezeptors (Lutfalla et al., 1992). Die Deletion des 
Exons 10 führt zusätzlich zu einer Frameshift-Mutation in Exon 11, der Signaldomäne. 
Die Cre-Expression führt somit zu einem funktionellen IFNAR-Knockout. Um dies zu 
überprüfen wurden IFNAR
 ∆Ex10/∆Ex10  Mäuse intranasal mit 10
3 pfu VSV infiziert. 
IFNAR
 ∆Ex10/∆Ex10  Mäuse zeigten den gleichen Krankheitsverlauf wie konventionelle 
IFNAR-Knockoutmäuse (IFNAR
-/-) und starben innerhalb weniger Tage (Abb. 5.2).  



























Abb. 5.2: Mäuse mit einer ubiquitären Deletion des Exons 10 des IFNAR sterben nach intranasaler 
VSV Infektion. WT, IFNAR
-/-, IFNAR
flox/flox und IFNAR
∆Ex10/∆Ex10  wurden mit 10
3 pfu VSV 
i.n. infiziert. In den folgenden Tagen wurde zweimal täglich der Zustand der Tiere untersucht. 
Es zeigte sich, dass nach Infektion von WT und IFNAR
flox/flox keine Krankheitssymptome zu 
beobachten waren, wohingegen sowohl IFNAR
-/- und IFNAR
∆Ex10/∆Ex10  Tiere innerhalb von 
drei Tagen nach Virusinfektion verstarben.           
Wenn in diesem System die Cre-Rekombinase nicht ubiquitär sondern nur in ausge-
wählten  Geweben oder Zelltypen exprimiert wird, erhält man Mäuse mit einer gewebs- 
oder zelltypspezifischen IFNAR-Deletion.  5 ERGEBNISSE   76 
Nach 10-fachem Zurückkreuzen auf den C57BL/6 Hintergrund wurden die IF-
NAR
flox/flox Mäuse mit transgenen Nestin-Cre Mäusen (NesCre
+/-) (Tronche et al., 1999) 
verkreuzt (Abb. 5.3B). Nestin ist ein Intermediärfilament, das sowohl in der Neuronal- 
als auch der Muskelentwicklung exprimiert wird. Das Transgen der NesCre
+/- Mäuse 
besteht aus dem 5’ Promotor des Nestingens, einer humanen Polyadenylierungssequenz 
sowie den neuroepithelial-spezifischen Enhancer aus dem Intron II (Abb. 5.3A). 
cre
Nestin 5’ Region hGH poly(A) Nestin enhII
A















Abb. 5.3: Schematische Darstellung des Nestin-Cre Transgens und Übersichtsschema der 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Zucht: (A) Das Nestin-Cre (NesCre) Transgen besteht aus dem Gen 
für die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Nestin-Promoters (Nestin 5’ Region), einer 
humanen Polyadenylationssequenz sowie dem neuroepithelial-spezifischen Enhancer aus dem 
Intron II (Nestin enhII) des Nestin-Lokus (Tronche et al., 1999). (B) Zuchtschema zum Erhalt 
der NesCre
+/-IFNAR




flox/flox Mäusen gekreuzt, so dass 50% der Nachkommen 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox waren. 5 ERGEBNISSE   77 
5.1.1.1  CHARAKTERISIERUNG DER NESCRE
+/-IFNAR
FLOX/FLOX MAUS ÜBER SOUTHERN 
BLOT ANALYSE 
Die aus der Kreuzung der NesCre
+/- und der IFNAR
flox/flox  Mäuse resultierenden 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse wurden sowohl durch Southern Blot Analyse als auch 
durch PCR-Analyse genetisch charakterisiert. 
Zur Southern Blot Charakterisierung wurden verschiedene NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Tiere 
perfundiert, dass heißt, dass Blut gegen physiologische Kochsalzlösung ausgetauscht 
wurde. Die Perfusion wurde durchgeführt, um kontaminierende Blutzellen aus dem 
Hirn zu entfernen. Anschließend wurde über Phenol-Chloroform-Extraktion die geno-
mische DNA aus dem Hirn und der Milz isoliert. Die EcoRI/HindIII doppelt verdaute 
genomische DNA wurde im Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosememb-
ran transferiert. Die DNA wurde mit einer radioaktiv markierten Sonde hybridisiert, die 
an Exon 11 bindet, welches außerhalb des Targeting-Konstruktes liegt. Anhand der 
Bandenmuster, die durch Hybridisierung mit der radioaktiv-markierten DNA-Sonde und 
nach Exposition auf einem Röntgenfilm sichtbar gemacht wurden, können verschiedene 
Genotypen unterschieden werden: Liegt ein WT Allel vor, wird im Southern Blot eine 
8,8 kb lange Bande sichtbar (vergl. Abb. 5.1B). Liegt das mutierte ifnar1
flox Allel vor, 
wird eine 5,0 kb lange Bande und nach Cre vermittelter Rekombination (ifnar
∆Ex10) eine 
4,1 kb lange Bande sichtbar (Abb. 5.4A). IFNAR
flox/flox Mäuse zeigten wie erwartet so-
wohl in der Milz (als Beispiel für ein peripheres Organ) als auch im Hirn nur eine Ban-
de mit einer Länge von 5,0 kb. Somit liegt in beiden Organen keine Deletion vor. 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse zeigten in der Milz ebenfalls keine Deletion. Sie haben 
hier einen ifnar1
flox Genotyp. Aber im Hirn zeigten sie eine dominante Bande mit einer 
Länge von 4,1 kb. Hier lag also in erster Linie ein ifnar1
∆Ex10 Genotyp vor (Abb. 5.4B). 
Die zweite, schwächere Bande zeigte jedoch, dass nicht in allen Zellen des ZNS der 
ifnar1
∆Ex10 Genotyp vorlag. Es ist davon auszugehen, dass die Mikroglia, die nicht der 
neuronalen Linie entstammen, keine Deletionen des Exon 10 aufwiesen. Insgesamt lässt 
sich aus den beschriebenen Befunden schließen, dass NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse 
ZNS-spezifisch das Exon 10 des ifnar1 Lokus deletiert haben. Im ZNS sind die Mäuse 
IFNAR-Knockout, während in der Peripherie jedoch eine WT-ähnliche Situation vor-























Abb. 5.4: Southern Blot Analyse zur Charakterisierung der NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse: Genomi-
sche DNA von C57BL/6, IFNAR
flox/flox und NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäusen wurde mit EcoRI 
und HindIII verdaut, über ein Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran 
transferiert. Anschließend wurde die DNA mit einer flankierenden radioaktiv markierten 
DNA-Sonde (in grün) hybridisiert. In (A) sind die Lage der Sonde und die zu erwartenden 
Fragmentgrößen gezeigt. (B) zeigt den fertigen Southern Blot mit DNA aus der Milz (M) und 
dem Hirn (H). Die Banden bei 5,0 kb entsprechen einem ifnar1
flox und die Banden bei 4,1 kb 
einem ifnar
∆Ex10 Genotyp. 
5.1.1.2  CHARAKTERISIERUNG DER NESCRE
+/-IFNAR
FLOX/FLOX MAUS ÜBER PCR 
Der Southern Blot hat den Vorteil, dass die DNA-Sonde stöchiometrisch an die Zielse-
quenz bindet. Die Signalstärke ist somit unabhängig von der Länge der Zielsequenz und 
nur von der Anzahl der Zielsequenzen abhängig. Allerdings weist der Southern Blot 
eine limitierte Sensitivität auf. Im Vergleich zum Southern Blot ist die Sensitivität der 
PCR größer. Bei der PCR besteht allerdings der Nachteil, dass kurze Produkte im Ver-
gleich zu langen bevorzugt werden. Dies kann ausgenutzt werden, um zu überprüfen, ob 
es in einem geringen Umfang zu partiellen Deletionen kommt, die im Southern Blot 
nicht leicht erkennbar sind. 5 ERGEBNISSE   79 
Es wurde eine PCR entwickelt, bei der die Primer 5’ und 3’ der loxP-Sequenzen binden. 
So erhält man bei beiden möglichen Genotypen (ifnar1
flox und ifnar1
∆Ex10) ein PCR-
Produkt. Anhand der Länge des PCR-Produktes lassen sich der ifnar1
flox und der if-
nar1
∆Ex10 Genotyp unterscheiden. Liegt der ifnar1
flox Genotyp vor, erhält man ein 1160 
bp langes Produkt. Findet jedoch eine Deletion des Exon 10 statt, ist das Produkt um 
821 bp verkürzt und nur noch 339 bp lang (Abb. 5.5A). Um etwas über die Sensitivität 
der PCR aussagen zu können, wurde ifnar1
∆Ex10 DNA  in ifnar1
flox DNA seriell ver-
dünnt. Dabei zeigte sich, dass sich ifnar1
∆Ex10 DNA  in ifnar1
flox DNA noch in einem 
Verhältnis von 1:100 nachweisen ließ. Bei einem Verhältnis 1:10 zeigte das 339 bp lan-
ge Produkt eine erhebliche Dominanz gegenüber dem 1160 bp langen Fragment (Daten 
nicht gezeigt). Aus diesen Erkenntnissen lässt sich schließen, dass mindestens 99% Zel-
len der peripheren Organe der NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse, die hier analysiert wur-
den, den ifnar1
flox Genotyp aufwiesen (Abb. 5.5B) und nur ein kleiner Teil Exon 10 de-
letiert hatte. Wie erwartet zeigten die IFNAR
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Abb. 5.5: PCR-Analyse von verschiedenen Geweben der NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Tiere: Für die ent-
wickelte PCR wurden Primer verwendet, die links und rechts der loxP-Sequenzen binden. So 
erhält man sowohl wenn der ifnar1
flox als auch wenn der ifnar1
∆Ex10 Genotyp vorliegt ein PCR-
Produkt (A). Je nach dem, ob Matrizen mit dem ifnar1
flox oder dem ifnar1
∆Ex10  Genotyp vor-
liegen, unterscheiden sich die resultierenden PCR-Produkte in ihrer Größe und lassen sich ü-
ber ein Gel auftrennen. Lag der ifnar1
flox Genotyp vor, erhielt mein ein 1160 bp langes Pro-
dukt. Fand Deletion des Exon 10 statt, war das PCR-Produkt um 821 bp kürzer und nur noch 
339 bp lang (B). 5 ERGEBNISSE   80 
5.1.1.3  GENOTYPISIERUNG DER NESCRE
+/-IFNAR
FLOX/FLOX MÄUSE 
Im Rahmen der Zucht der NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse wurden alle Tiere auf das Vor-
handensein des NesCre-Transgens und der zwei flox-Allele über PCR typisiert. Als 
Proben wurde DNA von Schwanzbiopsien verwendet. Das Vorhandensein des NesCre-
Transgens und der zwei flox-Allele wurde über PCR nachgewiesen. Das NesCre-
Transgen und eine loxP-Sequenz wurden direkt nachgewiesen. Die zweite loxP-
Sequenz wurde indirekt nachgewiesen, indem auf Abwesenheit des WT-Allels typisiert 
wurde.  




flox/flox Zucht zwei flox Allele und 50% das NesCre Transgen 
tragen. Daraus resultiert, dass in der F2 Generation nur 25% der Mäuse den Genotyp 
NesCre
+/-IFNAR




flox/flox Mäusen verkreuzt, sind alle Nachkommen IFNAR
flox/flox 
während nur 50% der Nachkommen das NesCre
 Transgen tragen. Die Ausbeute von 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäusen beträgt in diesem Zuchtschema somit 50%. Auch hier 
konnten wir die nach Gregor Mendel zu erwartende Verteilung in unserer Zucht sehen 
(vergleiche Abb. 5.3B). 








Abb. 5.6: Position der Primer zur Genotypisierung der NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse.  Zur Genoty-
pisierung der NesCre
+/-IFNAR
flox/flox wurden drei PCRs durchgeführt. In (A) wird die Position 
der Oligonukleotide (NesCre fwd und rev) zum Nachweis des Transgens gezeigt. (B) Zum 
Nachweis der zwei flox Allele wurden drei PCRs durchgeführt. Für den Nachweis des flox Al-
lels wurde das Oligonukleotide I2loxp fwd () mit dem Oligonukleotid IFN-U745 rev () 
verwendet. Um zu kontrollieren, dass kein WT Allel mehr vorlag, werden das Oligonukleotid 
2Ex10 fwd () mit dem Oligonukleotid IFN-U745 rev verwendet. 5 ERGEBNISSE   81 
Durch eine Southern Blot Analyse stellte es sich heraus, dass ein Teil der Mäuse ubiqui-
tär ein deletiertes Allel trugen, also den Genotyp NesCre
+/-IFNAR
flox/∆Ex10 zeigten. Dies 
wurde vermutlich durch eine Deletion in der Keimbahn eines Mäusebocks verursacht, 
da alle Nachkommen dieses Männchens ein deletiertes Allel trugen. Nach diesem Be-
fund wurde die gesamte Zucht auf Deletion des konditionellen ifnar-Allels  in der Peri-
pherie durch PCR-Analyse untersucht. Alle Tiere, die ubiquitär ein ifnar
∆Ex10 aufwiesen, 
wurden aus der Zucht entnommen und getötet. Nach dieser Erfahrung wurden routine-
mäßig alle Mäuse auf Deletionen untersucht. Es tauchten jedoch nur noch sporadisch 
NesCre
+/-IFNAR
flox/∆Ex10 Mäuse auf. Im Jahr 2006 gab es 9 Würfe mit insgesamt 79 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Nachkommen. Davon zeigten 25 Mäuse PCR-Signale für ein 
deletiertes Allel. Es muss also davon ausgegangen werden, dass in diesen Tieren eine  
ubiquitäre Deletion eines IFNAR-Allels vorlag. Diese Anzahl entspricht einem Anteil 
von 32,98% an Tieren, bei denen spontane Deletionen auftraten.  






FLOX/FLOX  MÄUSE ZEIGEN NACH INTRANASALER 
INFEKTION MIT VSV EINEN VERÄNDERTEN KRANKHEITSVERLAUF 
Im ersten Schritt wurde untersucht, ob die NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse im Vergleich 
zu  Wildtyp und IFNAR
-/- Tieren einen veränderten Krankheitsverlauf nach Virusinfek-




C57BL/6 mit dem Vesikulären Stomatitis Virus (VSV) infiziert wurden. VSV wird seit 
mehr als 65 Jahren als Modell für neurotrope Viren in Mäusen verwendet (Sabin und 
Olitsky, 1937). Nach intranasaler Infektion mit VSV kann es zu Infektionen des zentra-
len Nervensystems kommen, indem das Virus über die olfaktorischen Rezeptorneuro-
nen (ORN) in das Riechhirn und somit in das ZNS gelangt (Huneycutt et al., 1993; 
Plakhov et al., 1995). Die Mäuse wurden unter Vollnarkose intranasal mit 10
3 pfu VSV 
infiziert. Es ist bekannt, dass WT Mäuse in der Lage sind, VSV Infektionen dieser Do-
sis zu kontrollieren, wohingegen IFNAR
-/- Mäuse dies nicht können (Müller et al., 
1994). 5 ERGEBNISSE   82 












































flox/flox Mäuse zeigen eine erhöhte Sensitivität gegenüber i.n. VSV Infekti-
onen.  Nach intranasaler Infektion mit 10
3 pfu VSV starben NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse in-
nerhalb von 6 Tagen. WT Mäuse überlebten die Infektion ohne Anzeichen einer Erkrankung 
zu zeigen. IFNAR
-/- zeigten ab Tag 2 schwere Krankheitssymptome wie struppiges Fell, ge-
krümmte Körperhaltung, zeigten eine reduzierte Aktivität und starben. NesCre
+/-IFNAR
flox/flox 
zeigten keine Zeichen einer Infektion bis Tag 5. Im Vergleich zu IFNAR
-/- Mäusen zeigten  
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox zunächst eine verstärkte Aktivität, liefen im Kreis und hatten Probleme 
geradeaus zulaufen oder die Richtung zu ändern. Im fortgeschrittenen Stadium wurden sie 
halbseitig gelähmt, fingen an sich zu krümmen, bekamen struppiges Fell und verstarben. In 
der Graphik ist ein repräsentatives Ergebnis aus fünf unabhängigen Versuchsdurchführungen 
gezeigt. 
 
WT Mäuse überlebten die Virusinfektion ohne Anzeichen einer Erkrankung zu zeigen. 
IFNAR
-/- zeigten wie erwartet ab Tag 2 schwere Krankheitssymptome wie struppiges 
Fell, flache Atmung, sie krümmten sich, bewegten sich kaum noch und verstarben. 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox zeigten bis Tag 5 keine Zeichen einer Erkrankung. Dann kam es 
jedoch zu ersten Symptomen. Im Vergleich zu IFNAR
-/- Mäusen zeigten   
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox zunächst eine verstärkte Aktivität, liefen im Kreis und hatten 
Probleme geradeaus zu laufen oder die Richtung zu ändern. In einem weiter fortge-
schrittenen Stadium zeigten sie halbseitige Lähmungen, fingen an, sich zu krümmen, 
bekamen struppiges Fell und verstarben.  5 ERGEBNISSE   83 
Die klinischen Symptome der NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse wiesen auf zentralnervöse 
Störungen hin, wohingegen die Symptome der IFNAR
-/- Mäuse eher auf ein Lungen- 
oder Multiorganversagen schließen lassen. 
5.2.2  NESCRE
+/-IFNAR
FLOX/FLOX  MÄUSE ZEIGEN ERHÖHTE VIRUSTITER 
IM ZENTRALEN NERVENSYSTEM, ABER NICHT IN DEN PERIPHEREN 
ORGANEN 
Um zu überprüfen, ob nach einer Virusinfektion VSV in den NesCre
+/-IFNAR
flox/flox 
Mäusen im Vergleich zu C57BL/6 und IFNAR
-/- Tieren einen veränderten Tropismus 
aufweist, wurden die Virustiter mittels eines Plaqueassays im Hirn, in der Leber, in der 
Lunge und in der Milz bestimmt. Die Mäuse wurden mit 10
3 pfu VSV i.n. infiziert und 
zweimal täglich kontrolliert. Zum Todeszeitpunkt der IFNAR
-/- Mäuse (Tag 3 nach In-
fektion) wurden zur Kontrolle jeweils 3 Tiere aus den Gruppen der C57BL/6 und der 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Tiere entnommen und getötet. An Tag 6, dem Todeszeitpunkt 
der NesCre
+/-IFNAR
flox/flox  Tiere, wurden ebenfalls 3 C57BL/6 Mäuse getötet. Von 
allen Tieren wurden Organe entnommen und diese in Verozellmedium homogenisiert. 
Anschließend wurden serielle Verdünnungen der Homogenate hergestellt und die Ver-
dünnungen auf einen konfluente Verozellrasen gegeben. Nach einer Stunde Vorinkuba-
tion wurde mit Methylcellulose überschichtet und über Nacht bei 37°C inkubiert. Am 
nächsten Tag konnten die Zellen mit Kristallviolett angefärbt, und die entstandenen 
Plaques ausgezählt werden. Es zeigte sich, dass an Tag 3, dem Zeitpunkt des Todes der 
IFNAR
-/- Mäuse, nur diese hohe VSV-Titer in allen getesteten Organen aufwiesen. Man 
fand in den IFNAR
-/- Tieren die höchsten Titer in der Leber und Milz. C57BL/6 und 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Tiere zeigten zu diesem Zeitpunkt nur relativ niedrige bis keine 
VSV-Titer in den Organen. Zu diesem Zeitpunkt konnte man hinsichtlich der Virusver-
teilung keine signifikanten Unterschiede zwischen C57BL/6 und NesCre
+/-IFNAR
flox/flox 
Tieren feststellen. Drei Tage später, also 6 Tage nach Infektion, war in den C57BL/6 
Mäusen so gut wie kein Virus mehr nachzuweisen. In die NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäu-
sen fand sich in den peripheren Organen ebenfalls kein Virus. Aber im Hirn fand man 
Titer um die 10
8 pfu/Hirn (Abb. 5.8). Daraus lässt sich schließen, dass die 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse durchaus in der Lage sind, das Virus in der Peripherie zu 5 ERGEBNISSE   84 
kontrollieren. Es scheinen aber die adäquaten Immunantworten im ZNS auszubleiben, 




















































flox/flox Mäuse wurden intranasal mit 10
3 pfu 
VSV infiziert. An Tag 3 und Tag 6 nach Infektion wurden die Mäuse getötet, um Hirn, Milz, 
Leber und Lunge zu entnehmen und zu homogenisieren. Die Homogenate wurden seriell ver-
dünnt und auf konfluente Verozellrasen gegeben. Am nächsten Tag wurde mit Kristallviolett ge-
färbt und die durch die Virusvermehrung entstandenen Plaques ausgezählt. 
5.2.3  VSV INFIZIERTE NESCRE
+/-IFNAR
FLOX/FLOX  MÄUSE ZEIGEN WIE 
C57BL/6 MÄUSE SYSTEMISCHE INTERFERONTITER 
Zur Bestätigung, dass es in den NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäusen zu einer adäquaten Im-
munantwort kommt, wurden einerseits die Interferontiter im Serum als auch in Hirnho-
mogenaten gemessen. Weiterhin wurden die virusneutralisierenden Antikörpertiter aus 
dem Serum der Mäuse bestimmt. Zur Bestimmung der IFN-Titer wurde den Mäusen 1, 
2, 3 und 4 Tage nach intranasaler Infektion mit VSV Blut entnommen und daraus das 
Serum gewonnen. Zur Bestimmung eventueller lokaler Typ I IFN-Titer im zentralen 
Nervensystem wurden die Mäuse nach der Blutentnahme perfundiert, das Hirn ent-
nommen und in Hirnhomogenatpuffer homogenisiert. Da das ZNS eine sehr hohe Pro-
teaseaktivität aufweist, wurde dem Homogenatpuffer ein Gemisch aus Proteaseinhibito-
ren (Roche Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail und 2 mM Natriumorthovanadat) 
zugegeben. Der IFN-α-Titer in den Homogenaten und im Serum wurde dann durch 
ELISA bestimmt. Wie in Abb. 5.9A zu sehen, ließen sich in den Hirnhomogenaten kein 5 ERGEBNISSE   85 
IFN-α im ELISA nachweisen. Es stellte sich nun die Frage, ob (i) im Homogenat kein 
oder nur sehr geringe Mengen IFN-α enthalten ist, (ii) ob trotz Proteaseinhibitoren 
IFN-α abgebaut wird bzw. (iii) ob andere Bestandteile der Hirnhomogenate den ELISA 
inhibieren. Um mögliche Proteaseaktivitäten zu untersuchen, wurden nichtinfizierte 
Gehirne in Hirnhomogenatpuffer mit und ohne Proteaseinhibitoren homogenisiert, an-
schließend mit ¼ Volumen IFN-haltiger Zellkulturüberständen versetzt und der IFN-α 
Gehalt im ELISA bestimmt. Es zeigte sich, dass das Hirnhomogenat keinen negativen 
Einfluss auf die Bestimmung von IFN-α im ELISA hat.  
Bei der Bestimmung der systemischen IFN-α-Titern im Serum fand man 2 Tage nach 
Infektion nur in den C57BL/6 und den NesCre
+/-IFNAR
flox/flox signifikante Mengen 
IFN-α, wobei die Serum-IFN-α Mengen in den NesCre
+/-IFNAR
flox/flox gegenüber den 
C57BL/6 Mäusen deutlich erhöht waren. 5 ERGEBNISSE   86 










































Überstand 1:16 verdünnt - - - - - +++++ - - -
Überstand 1:8 verdünnt + + + + + --- - - - - -
Hirnhomogenat + + + + - - -+ + + + - -
++ + + - Complete Mini + + -- - - - -
++ + -+ - Na3VO4 + - - -- - -
 
Abb. 5.9: Nach intranasaler Infektion mit 10
3 pfu VSV zeigen NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse erhöhte 
IFN-α Level im Serum, aber nicht im Gehirn. (A) Die Mäuse wurden mit 10
3 pfu VSV i.n. 
infiziert. An Tag 1, 2, 3, und 4 wurde den Mäusen Blut entnommen. Dann wurden die Tiere 
perfundiert und die Hirne entnommen. Nach Homogenisierung der Hirne und Zentrifugation 
der Homogenate wurden in den klaren Überständen sowie in den Seren die IFN-α-Level über 
einen ELISA bestimmt. (B) Hirne von uninfizierten Tieren wurde in Hirnhomogenatpuffer mit 
und ohne Protease-/Phosphataseinhibitoren homogenisiert. Zu den Homogenaten wurden IFN-
haltige Zellkulturüberstände von VSV-M2 behandelten pDCs (Waibler et al., 2007) in einer 
Verdünnung 1:8 und 1:16 zugegeben. Anschließend wurden die IFN-α-Level über einen ELI-
SA bestimmt. Die Hirnhomogenate hatten keinen messbaren Einfluss auf die Bestimmung des 
IFN- α 5 ERGEBNISSE   87 
Da IFN-α nur eingeschränkt die Blut-Hirn-Schranken passieren kann (Pan et al., 1997), 
ist zu vermuten, dass, wenn IFN-α im ZNS eine Rolle spielt, es auch dort gebildet wird. 
2006 zeigten zwei Gruppen unabhängig von einander, dass Neuronen im ZNS Typ I 
IFN transkribieren können (Delhaye et al., 2006; Préhaud et al., 2005). Von daher liegt 
es nahe, zu vermuten, dass Typ I IFN in dem hier verwendeten Tiermodel im ZNS ge-
bildet werden. Wahrscheinlich handelt es sich um lokale IFN-Titer, die sich auf Grund 
ihrer niedrigen Gesamtmenge nicht über ELISA nachweisen lassen. Um zu überprüfen, 
ob IFN nach VSV-Infektion im ZNS gebildet wird bzw. ob es zur IFN-abhängigen Sig-
nalweiterleitung kommt, wurden über Western Blot die IFN-abhängige STAT-1 
Phosphorylierung untersucht. Nach Stimulation des IFNAR kommt es zur Aktivierung 
des Jak/STAT Signaltransduktionsweges. STAT-1 (Signal Transducers and Activators 
of Transcription) gehört neben STAT-2 zu einem der wichtigen Faktoren des IFN-
abhängigen Jak/STAT-Weges. STAT-1 wird auf niedrigem Niveau konstitutiv expri-
miert, aber erst durch Phosphorylierung aktiviert (Platanias, 2005). In C57BL/6 Mäusen 
können im Western Blot ein Tag nach intranasaler Infektion mit VSV deutliche, wenn 
auch im Vergleich zu späteren Zeitpunkten schwache Banden von P-STAT-1 nachge-
wiesen werden. Zwei Tage nach Infektion kommt es zur maximalen STAT-1 Phospho-
rylierung, die bis Tag 4 wieder etwas abnimmt aber noch deutlich zu messen ist (siehe 
Abb. 5.10A). Neben der Phosphorylierung kam es auch zur verstärkten Expression des 
konstitutiv exprimierten STAT-1 (siehe Abb. 5.10B). Um zu zeigen, dass das phosphory-
lierte STAT-1 funktionelle Komplexe bildet, die an DNA binden können, wurden Gel-
shift-Untersuchungen (EMSA) durchgeführt. Hier zeigte sich, dass es an Tag 2 und 4 
nach Infektion zur spezifischen DNA-Bindung von STAT-1 kommt. Als Positivkontrol-
le wurden IFN-γ stimulierte HeLa-Zellen verwendet, da es in der Signaltransduktion des 
IFN-γ ebenfalls zur Phosphorylierung und Aktivierung von STAT-1 kommt, dass dann 
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Abb. 5.10: Nach intranasaler VSV Infektion wird STAT-1 verstärkt im Riechhirn von C57BL/6 
Mäusen phosphoryliert und exprimiert. Mäuse wurden intranasal mit 10
3 pfu VSV infiziert. 
An Tag 1, 2, 3 und 4 nach Infektion wurden die Mäuse perfundiert und die Hirnregionen in 
flüssigem Stickstoff eingefroren. Später wurden die Proben homogenisiert und in Western 
Blot Analysen mit αP-STAT-1, einem Antikörper, der spezifisch phosphoryliertes STAT-1 
bindet, und einem pan-STAT-1 Antikörper durchgeführt (A). Im Gelshift-Assay (EMSA) wird 
STAT-1 spezifische DNA-Bindung gezeigt. Als Positivkontrolle dienen IFN-γ stimulierte He-
La-Zellen (B). 
5.2.4  VSV INFIZIERTE NESCRE
+/-IFNAR
FLOX/FLOX  MÄUSE ZEIGEN 
NORMALE ANTIKÖRPERANTWORTEN 
Im Rahmen der Studie wurde die Frage aufgeworfen, ob das Sterben der 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse durch ein fehlendes Einsetzen der adaptiven Immunant-5 ERGEBNISSE   89 
worten verursacht wurde. Um dieser Frage nachzugehen, wurden neutralisierende Anti-
körperantworten aus dem Serum der Tiere bestimmt. Im Neutralisierungsassay wurden 
Seren der Mäuse von Tag 4, 8 und 12 nach Infektion wie von Charan und Zinkernagel 
beschrieben untersucht (Charan und Zinkernagel, 1986). 
Wie erwartet konnten bei C57BL/6 Mäusen an Tag 4 deutliche IgM Titer gezeigt wer-
den. Später kam es dann zur Induktion von IgG, die sich 8 Tage nach Infektion im Se-
rum nachweisen ließen (Abb. 5.11A). Da NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse spätestens 6 Tage 
nach Infektion sterben, wurde bei ihnen kein zeitlicher Verlauf der Antikörperinduktion 
untersucht. Schaut man sich jedoch die Antikörpertiter 4 Tage nach Infektion an, sieht 
man, dass NesCre
+/-IFNAR
flox/flox vergleichbare IgM Titer wie WT Mäuse machen (Abb. 
5.11B). Der Wechsel zur IgG Produktion findet erst später statt, so dass IgG noch nicht 
nachgewiesen werden kann. Aus den Daten lässt sich schließen, dass in den NesCre
+/-
IFNAR
flox/flox Mäusen kein Defekt der Antikörperproduktion vorliegt und fehlende An-
tikörperantworten keine Ursache für den Krankheitsverlauf der Tiere darstellt.  













































Abb. 5.11: In NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäusen werden normale VSV neutralisierende Antikörper-
antworten gebildet. C57BL/6 und NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse wurden intranasal mit 10
3 
pfu VSV infiziert. 4,8 und 12 Tage nach Infektion wurde den Mäusen Blut entnommen und es 
wurden die VSV neutralisierenden Serumantikörper bestimmt. (A) WT Mäuse bilden nach 
intranasaler Infektion mit 10
3 pfu VSV zunächst neutralisierende IgM Antikörper. Zwischen 
Tag 4 und 8 kommt es zum Wechsel von der IgM zur IgG Produktion. (B) Vier Tage nach 
VSV Infektion haben NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse ähnliche VSV neutralisierende IgM Titer 
wie WT Mäuse. 5 ERGEBNISSE   90 
5.2.5  NESCRE
+/-IFNAR
FLOX/FLOX  MÄUSE UNTERSCHEIDEN SICH NACH 
INFEKTION MIT VSV VON WILDTYP-MÄUSEN IN DER 
T-ZELL-INFILTRATION 
Um T-Zell-Infiltration im ZNS zu untersuchen, wurden histologische Studien durchge-
führt. Dazu wurden NesCre
+/-IFNAR
flox/flox und C57BL/6 Mäuse intranasal mit 10
3 pfu 
VSV infiziert. Die Tiere wurden 3 und 6 Tage nach Infektion getötet, und die Hirne 
wurden präpariert und anschließend in Formalin fixiert. In den Histologien zeigte keine 
der Mäuse drei Tage nach Infektion T-Zellinfiltration (Daten nicht gezeigt). An Tag 6 
nach Infektion fand man in WT Mäusen eine massive T-Zellinfiltration im Riechhirn 
aber keine im Kleinhirn oder Hirnstamm. NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse hingegen zeig-
ten neben der T-Zellinfiltration im Riechhirn auch T-Zellen im Kleinhirn und Hirn-
stamm. Im Vergleich zur Infiltration des Riechhirns ist die Infiltration der anderen Re-
gionen geringer. Die Infiltration im Kleinhirn und Hirnstamm konzentriert sich 
hauptsächlich auf die Meningen und perivasculäre Regionen, wohin gegen parenchyma-
le Gewebe weniger betroffen sind. Durch Quantifizierung der infiltrierenden T-Zellen 
pro mm
2 im  Riechhirn zeigte sich, dass dieser in C57BL/6 Mäusen im Durchschnitt fast 
viermal stärker infiltriert wird, als das Riechhirn von NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäusen 































Abb. 5.12: 6 Tage nach intranasaler VSV Infektion findet man im Hirn von WT und NesCre
+/-
IFNAR
flox/flox T-Zellinfiltrate. Formalinfixierte Hirne wurden in Parafin eingebettet, ge-
schnitten, H&E sowie gegen CD3 gefärbt. (A) WT Mäuse zeigen nur im Riechhirn 
T-Zellinfiltration, wohingegen bei NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäusen T-Zellinfiltrate auch im 
Kleinhirn und im Hirnstamm zu finden sind. (B) Die T-Zellinfiltration im Riechhirn ist in 
C57BL/6 Tieren im Vergleich zu NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Tieren deutlich erhöht. 5 ERGEBNISSE   92 
5.2.6  ZYTOTOXISCHE T-ZELLEN SPIELEN KEINE DIREKTE ROLLE IN DER 
PATHOGENESE VON VSV 
Von anderen Pathogenen (z.B. LCMV) ist bekannt, dass sie nicht direkt die Ursache für 
die verheerenden Folgen einer Infektion sind, sondern die Pathologie über zytotoxische 
T-Zellen vermittelt wird. So zeigten Mäuse, bei denen die zytotoxischen T-Zellen 
depletiert wurden, nach LCMV Infektion keine Krankheitssymptome (Oehen et al., 
1991). Wie in Abschnitt 5.2.5 gezeigt, kommt es nach VSV Infektion zu einer 
T-Zellinfiltration des ZNS. Dabei stellt sich die Frage, ob die Pathologie der Infektion 
direkt auf das Virus  zurückzuführen ist, oder ähnlich wie bei LCMV durch die Immun-
antworten vermittelt wird. Um dies zu untersuchen, wurden C57BL/6 und 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Tiere mit dem monoklonalen Antikörper GK 2.43 behandelt. GK 
2.43 bindet an CD8-positive zytotoxische T-Zellen, die anschließend eliminiert werden. 
Die Depletion der CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen wurde durch FACS-Analyse 
kontrolliert. Nach der Behandlung  mit dem depletierenden Antikörper reduzierte sich 
der Anteil der zytotoxischen T-Zellen im Blut um mehr als 98% und blieb dann für 
mehrere Tage stabil auf einem sehr niedrigen Niveau. CD4-positive T-Zellen waren von 
der Depletion nicht betroffen (Abb. 5.13A). Anschließend wurden die GK 2.43 be-
handelten Tiere gemeinsam mit nicht behandelten Tieren mit 10
3 pfu VSV i.n. infiziert 
und der Krankheitsverlauf beobachtet. In den GK 2.43 behandelten Tieren konnte im 
Vergleich zu nichtbehandelten Kontrollen keine Änderung im Krankheitsverlauf gefun-
den werden. Auch in Abwesenheit zytotoxischer T-Zellen zeigten C57BL/6 Mäuse kei-
nerlei Krankheitssymptome. Die GK 2.43 behandelten NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse 
verstarben wie die nicht behandelten NesCre
+/-IFNAR
flox/flox an Tag 5 bis 6. Dabei zeig-
ten sie die gleichen Symptome - erhöhte Aktivität, gefolgt von aufsteigenden Lähm-
ungen (siehe 5.2.1). Dies lässt darauf schließen, dass die beobachteten neuropatholo-
gischen Symptome nicht durch die zytotoxischen Aktivitäten von CD8-positiven 
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Abb. 5.13: Zytotoxische T-Zellen spielen in der Pathologie von VSV keine Rolle.  C57BL/6 und 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäusen wurden 1 und 2 Tage vor Infektion je mit 250 µg des mo-
noklonalen Antikörpers GK 2,43 i.p behandelt. Der Antikörper depletiert zytotoxische T-
Zellen. (A)  Die Depletion der T-Zellen wurde durch FACS-Färbungen überprüft. (B) Im In-
fektionsexperiment mit 10
3 pfu VSV i.n. zeigen sowohl die C57BL/6 als auch die 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse ohne zytotoxische T-Zellen im Vergleich zu nicht behandelten 
Tieren keine Abweichung im Krankheitsverlauf.  
 
5.2.7  VIRUSVERMEHRUNG IST IN VSV INFIZIERTEN C57BL/6 MÄUSEN 
AUF DAS RIECHHIRN BESCHRÄNKT 
Die bisherigen Daten lassen darauf schließen, dass es nach i.n. VSV Infektion in 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäusen zu einer weitreichenden Infektion des ZNS kommt 




flox/flox Mäuse mit 10
3 pfu VSV i.n. 
infiziert. An den Tagen 2, 4 und 6 nach Infektion wurden pro Gruppe jeweils 3 Tiere 5 ERGEBNISSE   94 
willkürlich ausgewählt, Blut entnommen und durch Perfusion getötet. An Tag 4 und 6 
wurden nur noch C57BL/6 und NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse untersucht. Es wurde 
jeweils ein halbes Hirn für die Histologie in Formalin fixiert. Die andere Hälfte wurde 
in ihre Großregionen Riechhirn, Großhirn, Kleinhirn und Hirnstamm zerlegt. Zusätzlich 
wurde das Rückenmark präpariert. Von den einzelnen Regionen und dem Serum wur-
den die Virustiter über einen Plaqueassay bestimmt.  
Zwei Tage nach Infektion zeigten nur IFNAR
-/- Mäuse signifikante Virustiter in allen 
Hirnregionen, wohingegen sich bei WT und NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäusen das Virus 
zu diesem Zeitpunkt auf das Riechhirn beschränkte. Zwei Tage später (an Tag 4) be-
schränkte sich die Virusinfektion der WT Mäuse weiterhin auf das Riechhirn. In den 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäusen fand man an Tag 4 und 6 in allen Hirnregionen und dem 
Rückenmark hohe Virustiter. 
Zur Virämie, das heißt man findet freies Virus im Blut, kam es nur in den IFNAR
-/- 
Mäusen. In allen anderen Tieren ließ sich zu keinem Zeitpunkt Virus im Blut nachwei-
sen. 








































































Abb. 5.14: Nach VSV Infektion repliziert VSV in IFNAR
-/-, C57BL/6 und NesCre
+/-IFNAR
flox/flox 
Mäusen in unterschiedlichen Regionen des ZNS.  Mäuse wurden mit 10
3 pfu VSV i.n. infi-
ziert. Je drei Tieren pro Gruppe wurden an Tag 2, 4 und 6 Blut entnommen und sie wurden an-
schließend durch Perfusion getötet. Die verschiedenen Regionen des ZNS wurden präpariert 
und aus den Geweben und dem zusätzlich gewonnenem Serum die Virustiter über einen Pla-
queassay bestimmt. An Tag 4 und 6 wurden nur Proben von C57BL/6 und NesCre
+/-
IFNAR
flox/flox genommen.  5 ERGEBNISSE   96 
5.2.8  NESCRE
+/-IFNAR
FLOX/FLOX  MÄUSE ZEIGEN NACH INTRAVENÖSER 
VSV-INFEKTION DEN GLEICHEN KRANKHEITSVERLAUF WIE NACH 
INTRANASALER INFEKTION 
Die Wahl der intranasalen Route zur VSV-Infektion eröffnet dem Virus die Möglich-
keit, über die olfaktorischen Rezeptorneuronen auf direktem Weg in das ZNS zu gelan-
gen. Die Möglichkeiten der peripheren Immunität in den Prozess einzugreifen, sind im 
Vergleich zu Infektionen, die ihren Ursprung in der Peripherie haben, eingeschränkt. Es 
stellte sich also die Frage, ob das Interferonsystem des ZNS eine ähnlich bedeutende 
Rolle spielt, wenn es zunächst zu einer peripheren Infektion kommt. Um dies zu über-
prüfen, wurden Mäuse mit 2x10
6 pfu VSV intravenös infiziert: 
Nach intravenöser Infektion verstarben die konventionellen IFNAR
-/- Mäuse bereits 
einen Tag nach VSV-Infektion. Sie zeigten, wie nach intranasaler Infektion einen 
schnellen Krankheitsverlauf mit Symptomen wie struppiges Fell, flache Atmung, sie 
krümmten sich, bewegten sich kaum noch und verstarben. Der Krankheitsverlauf deutet 
auch hier auf ein Multiorganversagen hin. Die NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäusen zeigten 
wie nach intranasaler Infektion motorische Schwierigkeiten und im Endstadium aufstei-
gende Lähmungen und verstarben. Dem gegenüber zeigten C57BL/6 Mäuse bei der 
verwendeten Dosis keine Symptome und überlebten. Die Bestimmung der Virustiter 
zeigte, dass auch bei intravenöser Infektion mit 2x10
6 pfu VSV 5 bis 6 Tage nach Infek-
tion Virus in den C57BL/6 Mäuse in keinem der untersuchten Organe nachzuweisen 
war. In den NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäusen ist wie nach intranasaler Infektion in den 
peripheren Organen und Blut kein Virus zu finden. Sie zeigten jedoch im Hirn Virusti-
ter mit mehr als 10
8 pfu VSV pro Gramm Gewebe. Das deutet darauf hin, dass auch 
nach intravenöser Infektion eine funktionierende Immunabwehr in der Peripherie nicht 
ausreichend ist, um Infektionen des ZNS zu verhindern. 5 ERGEBNISSE   97 











































































flox/flox Mäuse zeigen auch eine erhöhte Sensitivität gegenüber i.v. VSV 
Infektionen. C57BL/6 und NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse wurden intravenös mit 2x10
6 pfu 
VSV infiziert. (A) Nach intravenöser Infektion mit 2x10
6 pfu VSV starben NesCre
+/-
IFNAR
flox/flox Mäuse an Tag 5/6 nach Infektion. WT Mäuse überlebten die Infektion ohne An-
zeichen einer Erkrankung zu zeigen. IFNAR
-/- zeigten bereits an Tag 1 schwere Krankheits-
symptome wie struppiges Fell, eine gekrümmte Körperhaltung, reduzierte Aktivität und ver-
starben. NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse zeigten bis Tag 5/6 keine Zeichen einer Infektion. Im 
Vergleich zu IFNAR
-/- Mäusen zeigten NesCre
+/-IFNAR
flox/flox zunächst eine verstärkte Aktivi-
tät, liefen im Kreis und hatten Probleme geradeaus zu laufen oder die Richtung zu ändern. Im 
fortgeschrittenen Stadium waren sie halbseitig gelähmt, fingen an, sich zu krümmen, bekamen 
struppiges Fell und verstarben. (B) In C57BL/6 Mäusen ließ sich an Tag 5 nach Infektion kein 
Virus reisolieren. In den NesCre
+/-IFNAR
flox/flox fand sich in den peripheren Organen und dem 
Blut, wie nach intranasaler Infektion keine Virus. Man fand  jedoch  in den Hirnen der Tiere 
sehr hohe Virusmengen. 6  DISKUSSION 
6.1  NESCRE
+/-IFNAR
FLOX/FLOX  MÄUSE ZEIGEN SPEZIFISCHE 
IFNAR-DELETION IM ZENTRALEN NERVENSYSTEM 
Um die Rolle von Typ I IFN im zentralen Nervensystem (ZNS) zu untersuchen, wurden 
Mäuse mit einer gewebespezifischen Deletion des Typ I Interferonrezeptors (IFNAR) 
im ZNS unter Verwendung der Cre loxP Technologie hergestellt. Das Cre loxP System 
beruht darauf, dass die Bakteriophagenrekombinase Cre spezifisch sogenannte 
loxP-Sequenzen erkennt und DNA-Fragmente, die durch zwei loxP-Sequenzen flankiert 
werden je nach Orientierung der loxP-Sequenzen entweder deletiert oder invertiert. Da-
zu wurden zuvor generierte Mäuse mit einem konditionellen ifnar-1 Allel 
(IFNAR
flox/flox) mit Mäusen gekreuzt, die auf einem Transgen die Cre-Rekombinase 
unter der Kontrolle des Nestin-Promoters exprimieren (NesCre
+/-) (Tronche et al., 
1999). In Nachkommen dieser Zucht (NesCre
+/-IFNAR
flox/flox) kommt es zu einer ZNS 
spezifischen Deletion des IFNAR.  
Nestin ist ein Intermediärfilament und wird während der Embryogenese transient im 
Neuralrohr und in Myoblasten exprimiert (Lendahl et al., 1990; Sejersen und Lendahl, 
1993). Die Nestinexpression im Neuralrohr und in Myoblasten wird unabhängig von-
einander durch unterschiedliche Intronenhancer reguliert. Die ZNS-spezifische Expres-
sion geschieht unter der Kontrolle des Intron II Enhancers, der auch bei der Herstellung 
der NesCre
+/- Maus verwendet wurde. Findet die Expression in Verbindung mit dem 
Intron I Enhancer statt, ist die Expression des Proteins Muskel-spezifisch (Zimmerman 
et al., 1994). Im Neuralrohr entwickeln sich Nestin-positive Zellen zu Neuronen und 
Gliazellen (Renfranz et al., 1991). 
Die Zelltyp- und/oder Gewebsspezifität der Expression des NesCre Transgens scheint 
neben dem Enhancer noch von anderen Faktoren abhängig zu sein. So sind in der Lite-
ratur neben der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten NesCre
+/- Maus (Tronche et al., 
1999) weitere NesCre Mäuse beschrieben. Eine davon, die sogenannte Deleter-Cre 
Maus, zeigt eine ubiquitäre Aktivität der Cre-Recombinase und führt somit zur 6 DISKUSSION   99 
ubiquitären Deletion von loxP flankierten Genregionen (Schwenk et al., 1995). Die De-
leter-Cre Maus wurde im Rahmen der Arbeit verwendet, um IFNAR
∆Ex10/∆Ex10 Tiere 
herzustellen. IFNAR
∆Ex10/∆Ex10 Tiere sind auf allen Zellen IFNAR defizient und gleichen 
im Phänotyp konventionellen IFNAR
-/- Tieren. Die ubiquitäre Deletion wird über Cre-
Expression in der Keimbahn vermittelt (Betz et al., 1996). Die Gruppe um Ulrich Mül-
ler zeigte, dass bei den in dieser Arbeit verwendeten NesCre
+/- Mäusen eine effiziente 
und weitverbreitete Rekombination in neuronalen Vorläuferzellen ab dem Embryonal-
stadium E10.5 vermittelt wird (Graus-Porta et al., 2001). Zeitgleich mit der Publikation 
der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten NesCre
+/- Maus wurden weitere NesCre-
Mäuse publiziert. Allen gemein war eine ähnliche Konstruktion des Transgens, jedoch 
fand die Insertion der Transgene zufällig und somit wahrscheinlich an unterschiedlichen 
Stellen des Genoms statt. Dementsprechend zeigen die Mäuse unterschiedliche Phäno-
typen hinsichtlich der Rekombinationseffizienzen und des Expressionsmusters (Crone 
et al., 2003; Groszer et al., 2001; Lin et al., 2003; Zhou et al., 2003).  
Bei der Züchtung der NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse wurde in 32,89% aller 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox positiver Mäuse eine IFNAR-Deletionen auch außerhalb des 
ZNS beobachtet. So finden sich innerhalb eines Wurfes Individuen mit ubiquitär dele-
tierten Allelen und solche, bei denen die Deletion des IFNAR auf das ZNS beschränkt 
ist. Die ubiquitäre Deletion eines ifnar
flox Allels ist auf eine Cre-Expression in der 
Keimbahn zurückzuführen. Ähnliche Beobachtungen wurden auch durch andere Grup-
pen gemacht. Jody Haigh et al. zeigten durch Verwendung von NesCre
+/-;Z/EG Repor-
ter doppeltransgenen Mäusen, dass Cre zunächst im Neuroektoderm und später in dem 
sich entwickelnden ZNS exprimiert wird. Verwendeten Haigh et al. diese Mäuse für 
weitere Zuchten kam es zu einer Keimbahn-vermittelten ubiquitären Expression eines 
Reportergens. Das Reportergen wurde benutzt, um die Aktivität der Cre Rekombinase 
in vivo bestimmen zu können. Des Weiteren führten sie Southern Blot Analysen durch, 
die zeigten, dass in NesCre
+/- Mäusen die Aktivität der Cre-Recombinase  auf das ZNS 
und auf Spermien beschränkt ist (Haigh et al., 2003).  
 Die hier eingesetzten transgenen NesCre
+/- Mäuse befanden sich zunächst auf einem 
durchmischten genetischen Background und wurden in unserer Gruppe 10-fach auf den 
C57BL/6 Hintergrund zurückgekreuzt. Der durchmischte Background entstand durch 6 DISKUSSION   100 
Injektion des NesCre-DNA Konstruktes in eine BL6/SJF2 Oozyten (Tronche et al., 
1999). Die resultierenden Mäuse wurden mit C57BL/6 Tieren verpaart. Bei der Züch-
tung der Mäuse auf dem durchmischten genetischen Hintergrund kam es sporadisch zu 
Fehlbildungen, wie der Ausbildung eines fünften Hinterlaufs. Nach 10-fachem Zurück-




FLOX/FLOX  MÄUSE ZEIGEN EINE ERHÖHTE 
SENSITIVITÄT GEGENÜBER EINER INFEKTION MIT VSV 
Mit Hilfe der NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Maus
 sollte im Rahmen dieser Arbeit geklärt wer-
den, welche Rolle Typ I Interferone (IFN) im ZNS spielen. Somit sollte die Bedeutung 
des zentralnervösen Immunsystems für die Kontrolle neurotroper Viren untersucht wer-
den.  
Eine Vorraussetzung für eine Virusinfektion im ZNS ist in der Regel eine Infektion der 
Peripherie mit dem neurotropen Erreger. Der Körper hat die Möglichkeit eine Virus-
infektion in der Peripherie oder innerhalb des ZNS zu bekämpfen und so eine schwere 




Abb. 6.1:  Möglichkeiten zur Verhinderung von Virusinfektionen im ZNS. Nach peripherer Infektion 
mit Virus wird (A) das Virus in der Peripherie bekämpft und das Virus kann das ZNS nicht in-
fizieren. (B) Das Virus infiziert zunächst das ZNS und wird dann innerhalb des ZNS eliminiert. 
Unter Immunologen herrscht die Meinung vor, dass Viren erst dann das ZNS infizieren 
können, wenn die periphere Immunität versagt hat. Mit der NesCre
+/-IFNAR
flox/flox 
Maus bietet sich nun die Möglichkeit, genau zu untersuchen, ob das periphere Immun-
system allein für die Kontrolle von Viren und somit für die Verhinderung von Infektio-6 DISKUSSION   101 
nen des ZNS verantwortlich ist, oder ob Immunaktivitäten innerhalb des ZNS eine ent-
scheidende Rolle spielen. NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse haben in der Peripherie ein 
intaktes Interferonsystem. Dagegen fehlt im ZNS der Typ I Interferonrezeptor.  
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse, C57BL/6 WT und IFNAR
-/- Mäusen wurden mit 10
3 pfu 
VSV intranasal infiziert. Die intranasale Route wurde gewählt, da dadurch dem Virus 
die Möglichkeit gegeben wird, über eine Infektion der olfaktorischen Rezeptorneurone 
(ORN) in das Riechhirn und somit in das ZNS zu gelangen (Plakhov et al., 1995; Hu-
neycutt et al., 1994).  
C57BL/6 Mäuse zeigten nach intranasaler Infektion mit 10
3 pfu VSV keinerlei Sym-
ptome und überlebten. Die Infektion von IFNAR
flox/flox Mäusen verlief ebenso (Daten 
nicht gezeigt). Dem gegenüber starben IFNAR
-/- Mäuse innerhalb von drei Tagen nach 
Infektion. Während des schnellen Krankheitsverlaufs zeigten IFNAR
-/- Tiere verminder-
te Aktivität, gekrümmte Körperhaltung und gesträubtes Fell. Aus dem Krankheitsver-
lauf der Mäuse lässt sich schließen, dass sie an einem Multiorganversagen starben. Die 
erhöhte Empfindlichkeit von IFNAR
 defizienten Mäusen gegenüber VSV ist auch schon 
zuvor 1994 von Ulrike Müller und Kollegen gezeigt worden (Müller et al., 1994). 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse verhielten sich zunächst wie C57BL/6 Kontrolltiere und 
zeigten keinerlei Krankheitssymptome. Jedoch 5 bis 6 Tage nach Infektion zeigten sie 
zunächst eine erhöhte Aktivität und später zunehmende Lähmungserscheinungen, die 
einerseits als Halbseitenlähmung und teilweise als aufsteigende Lähmungen auftraten 
und schließlich zum Tod führten. Im Gegensatz zu den IFNAR
-/- Mäusen zeigten sie 
kein struppiges Fell und ihre Atmung war zunächst nicht beeinträchtigt. Infolge der auf-
steigenden Lähmung kam es letztlich wahrscheinlich zur Atemdepression und somit 
zum Tod. Die gleiche Symptomatik zeigten C57BL/6 Mäuse bei einer Infektion mit 
sehr hohen Dosen VSV. All dies deutet auf eine neuropathologische Symptomatik der 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox  Mäuse hin (vergl. 5.2.1). 
VSV gehört in der Maus zu den neurotropen Viren, die bevorzugt in den Zellen des 
ZNS replizieren (Sabin und Olitsky, 1937; van den Pol et al., 2002). Durch die intrana-
sale Applikation kann VSV über die olfaktorischen Rezeptorneuronen (ORN) innerhalb 
von 12-24 Stunden in die Zellen des Riechhirns gelangen und diese infizieren (Reiss et 
al., 1998). Dies führt dann, wie von uns beobachtetet und in der Literatur beschrieben, 6 DISKUSSION   102 
zur Hinterlaufparalyse mit begleitender Meningitis, Ventrikulitis und Nekrosen im Kor-
tex (Forger, III et al., 1991; Miyoshi et al., 1971).  
In den NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäusen infiziert VSV nach wie vor bevorzugt Zellen des 
ZNS und keine peripheren Gewebe. Die NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäusen zeigten zum 
Zeitpunkt des Todes nur im ZNS signifikante Virustiter. Gleiches sah man bei C57BL/6 
Tieren nach Infektion mit sehr hohen VSV-Dosen, wohingegen in den IFNAR
-/- Mäuse 
das Virus überall replizierte und es auch zur Virämie kam (siehe Abb. 5.8 und Abb. 
5.14). Gleiche Beobachtungen wurden auch bei intravenöser Infektion mit dem Poliovi-
rus gemacht, das in der Regel in Neuronen des Rückenmarks und des Hirnstammes rep-
liziert (Racaniello, 2006). In IFNAR
-/- Mäusen ist das Poliovirus jedoch auch in der La-
ge, nahezu alle anderen Organe zu infizieren (Ida-Hosonuma et al., 2005).  
Stanners und Goldberg sind der Meinung, dass der Neurotropismus ein Resultat von 
Resistenzmechanismen in den peripheren Organen ist, die im ZNS jedoch nicht zum 
Tragen kommen (Stanners und Goldberg, 1975). Dies würde bedeuten, dass immunolo-
gische Mechanismen im ZNS nicht existieren bzw. keine größere Rolle spielen. Als 
Konsequenz würde die Deletion des IFNAR im ZNS keinen oder nur einen geringen 
Einfluss auf den Krankheitsverlauf der Mäuse ausüben. Tatsächlich spielt die An- oder 
Abwesenheit des Rezeptors im ZNS bei den verwendeten Virusdosen eine überlebens-
wichtige Rolle. Daraus folgt, dass die periphere Immunität nicht ausreicht um Virusin-
fektionen des ZNS zu verhindern. 
6.3  NESCRE
+/-IFNAR
FLOX/FLOX  MÄUSE ZEIGEN IN DER PERI-
PHERIE ÄHNLICHE TYP I IFN TITER WIE C57BL/6 MÄUSE 
Bei dem verwendeten Mausmodell handelt es sich um eine gewebespezifische Deletion 
des IFNAR im ZNS. Der IFNAR hat nicht nur einen Einfluss auf die Erkennung und 
Signaltransduktion der IFN, sondern auch auf deren Expression. Frühe Typ I IFN (vor 
allem IFN-β) binden an den IFNAR und induzieren unter anderem die Expression wei-
terer Typ I IFN (Decker et al., 2005). Eine wichtige Frage, die im Rahmen dieser Arbeit 
geklärt werden sollte, war ob es nach intranasaler Infektion zur lokal begrenzten 
und/oder über das Serum vermittelten Interferonausschüttung kommt und welchen Ein-
fluss Seruminterferon auf den Krankheitsverlauf der Mäuse hat.  6 DISKUSSION   103 
Durch ELISA wurden die IFN-α Konzentrationen im Serum und in Hirnhomogenaten 
an vier aufeinanderfolgenden Tagen nach Infektion bestimmt. Im Serum wurde ein Ma-
ximum an IFN-α 48 Stunden nach intranasaler Infektion gefunden. C57BL/6 Mäuse 
hatten im Schnitt 250 pg/ml und NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse 800 pg/ml IFN-α im 
Serum. Nach intravenöser Infektion mit VSV fanden sich im Serum nach 12–18 Stun-
den maximale IFN-α Titer. Es wurden nach intravenöser Infektion auch höhere Titer 
von 2000–3500 pg/ml IFN-α gefunden (Kamphuis et al., 2006; Lund et al., 2004; 
Waibler et al., 2007). Die höheren IFN-Titer nach intravenöser Infektion lassen sich 
durch die Gabe einer höheren Virusdosis und durch die intravenöse Infektionsroute er-
klären, die eine schnellere Aktivierung der pDC (Hauptproduzenten der Typ I IFN nach 
VSV Infektion) ermöglichen (Barchet et al., 2002). Es wurde versucht, die IFN-α und 
IFN-β im ZNS über ELISA nachzuweisen. Hierzu wurden Hirne infizierter Tiere in 
Hirnhomogenatpuffer mit Proteaseinhibitoren und dem ATPase-Inhibitor Vanadat ho-
mogenisiert. Gewebereste wurden abzentrifugiert und die klaren Überstände im ELISA 
eingesetzt. Es zeigte sich aber, dass weder in den Hirnhomogenaten der NesCre
+/-
IFNAR
flox/flox Mäusen noch in den Homogenaten von C57BL/6 Mäusen Typ I IFN im 
ELISA nachgewiesen werden konnte. Um zu überprüfen, ob es in den Proben trotz der 
Zugabe von Proteaseinhibitoren zu Proteaseaktivitäten kam, die die IFN-Bestimmung 
mittels ELISA negativ beeinflussen könnten, wurden sogenannte Spiking-Experimente 
durchgeführt. Es wurden Homogenate aus uninfizierten Hirnen angefertigt und an-
schließend IFN-haltige Zellkulturüberstände zugegeben (spiking). Die Interferontiter 
wurden anschließend in den Proben durch einen ELISA bestimmt. Es zeigte sich, dass 
das Hirnhomogenat bei den Mengen an zugegebenen Zellkulturüberständen keinen ne-
gativen Einfluss auf das Ergebnis des ELISAs hatte (siehe Abb. 5.9B). Anhand der vor-
liegenden Daten liegt es nah, dass die Typ I IFN im ZNS nur in sehr geringer Menge 
und lokal konzentriert auftreten. Dadurch liegt die vorhandene IFN-Menge unterhalb 
des Detektionslimits des ELISAs. Die Gruppe von Thomas Michiels zeigte zuvor, dass 
Zellen des ZNS in vivo nach Virusinfektionen in der Lage sind, IFN-α zu transkribieren. 
Der Nachweis, ob es auch zur Proteinsynthese kommt, blieb jedoch aus (Delhaye et al., 
2006).  
Um nachzuprüfen, ob es nach VSV Infektion zur Aktivierung des IFNAR kommt, un-
tersuchten wir den Phosphorylierungsstatus von STAT-1 nach Infektion. STAT-1 6 DISKUSSION   104 
(Signal Transducers and Activators of Transcription) ist eine wichtige Komponente des 
IFN-abhängigen JAK/STAT Signaltransduktionsweges. STAT-1 wird nach IFNAR-
Stimulation phosphoryliert, dimerisiert anschließend mit STAT-2 und wandert in den 
Zellkern (vergl. Abb. 2.1). STAT-1 spielt auch in der IFN-γ vermittelten Signaltransduk-
tion eine Rolle. Nach Phosphorylierung bildet STAT-1 Homodimere. Im Falle der 
IFNAR vermittelten Signaltransduktion transloziert das STAT-1/STAT-2 Dimer ge-
meinsam mit IRF9 in den Zellkern, wo es dann zur Aktivierung von Interferon-
abhängigen Genen kommt (siehe Abb. 2.1) (Platanias, 2005). Durch Analyse der 
STAT-1 Phosphorylierung konnte gezeigt werden, dass es in C57BL/6 Tieren nach 
VSV-Infektion zu Phosphorylierung und Hochregulation von STAT-1 im Riechhirn 
kommt (siehe Abb. 5.10). 
Wie bereits beschrieben, spielt STAT-1 in der Signaltransduktion beider 
IFN-Rezeptoren eine Rolle. Die frühe Phosphorylierung zwei Tage nach Infektion deu-
tet auf eine Aktivierung des INFAR und somit auch auf die Expression von Typ I IFN 
hin. IFN-γ wird primär von T-Zellen und NK-Zellen fünf bis sieben Tage nach Infektion 
sekretiert, somit kommt es auch erst fünf bis sieben Tage nach Infektion zur Akti-
vierung des IFN-γ Rezeptors (IFNGR) (Janeway, Jr. et al., 2005). Durch die Bestim-
mung der STAT-1 Phosphorylierung in IFNAR
-/- Mäusen, die einen intakten IFNGR 
tragen aber IFNAR defizient sind (Müller et al., 1994), konnte überprüft werden, ob es 
sich um eine IFNAR-abhängige STAT-1 Phosphorylierung handelt. In IFNAR
-/- Tieren 
konnte nach VSV-Infektion keine Phosphorylierung von STAT-1 innerhalb von 2 Ta-
gen nach Infektion nachgewiesen werden. Da in den IFNAR
-/- Tieren die 
STAT-1-Phosphorylierung ausblieb, kann man darauf schließen, dass die in C57BL/6 
Tieren gemessene STAT-1-Phosphorylierung auf die Wirkung von Typ I IFN zurückzu-
führen ist.  
6.4  DIE LYMPHOZYTEN-INFILTRATION KORRESPONDIERT MIT 
DER AUSBREITUNG VON VSV INNERHALB DES ZNS 
Im Rahmen der Studie kam die Frage auf, ob die erhöhte Sensitivität der 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse gegenüber einer letalen VSV-Infektion einer aus-
bleibenden Immunantwort im ZNS zuzuschreiben ist. In histologischen Studien konnte 6 DISKUSSION   105 
im Rahmen einer Kooperation gezeigt werden, dass es sechs Tage nach Infektion zur 
Infiltration des ZNS durch T-Zellen (Abb. 5.12) und Makrophagen (Daten nicht gezeigt) 
kommt. In den C57BL/6 Mäusen beschränkte sich die Lymphozyteninfiltration auf das 
Riechhirn, wohingegen in den NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäusen auch das Kleinhirn und 
der Hirnstamm T-Zellinfiltrate aufwiesen.  
Im Gegensatz zu naiven T-Zellen infiltrieren aktivierte T-Zellen regelmäßig das ZNS. 
Finden sie dort kein Antigen vor, verlassen sie das ZNS wieder oder sterben durch 
Apoptose. Treffen sie aber im ZNS auf Antigen, verbleiben sie dort und werden aktiv 
(Hickey, 2001). Nach intranasaler Infektion mit VSV konnten replikationsfähige Virus-
partikel in den Hirnen der C57BL/6 und NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Tieren nachgewiesen 
werden (Abb. 5.12). Sowohl in den C57BL/6 als auch in den NesCre
+/-IFNAR
flox/flox 
Mäusen konnten in histologischen Studien infiltrierende T-Zellen nachgewiesen wer-
den. In Wildtyp-Tieren war die T-Zellinfiltration auf das Riechhirn beschränkt, aber 
deutlich ausgeprägter als im Riechhirn der NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse. In den 
NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäusen war die Infiltration nicht nur auf die eine Region des 
Gehirns beschränkt, stattdessen fanden sich auch T-Zellen in anderen Bereichen des 
ZNS. Da die Virusmenge im ZNS der NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse im Vergleich zu 
den C57BL/6 Mäusen deutlich erhöht war, lässt sich die erniedrigte T-Zellzahl nicht mit 
einer geringeren Menge VSV-spezifischen Antigens erklären. Es ist zu vermuten, dass 
die reduzierte T-Zellinfiltration im Riechhirn der NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse auf eine 
abgeschwächte Immunantwort zurückzuführen ist. Nach Infektion des ZNS kommt es 
dort zu einer lokalen Zytokinausschüttung. Zu den ausgeschütteten Zytokinen gehört 
vermutlich auch Typ I IFN (Griffin, 2003).  In Folge der Interferonausschüttung kommt 
es zur Expression von interferoninduzierten Chemokinen, unter anderem RANTES 
(CCL5) und CCL2, die zu einer erhöhten Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke und 
somit zur ansteigenden Lymphozyteninfiltration führen können (Zirger et al., 2006). 
Erhöhte RANTES-Konzentrationen werden mit der experimentellen Autoimmun-
enzephalomyelitis (EAE), dem Tiermodel der Multiplen Sklerose (MS), in Verbindung 
gebracht. EAE bzw. MS gehen mit einer erhöhten Infiltration autoreaktiver T-Zellen 
einher (Eugenin und Berman, 2003). Vermutlich werden in den C57BL/6 Mäusen die 
T-Zellen über Chemokine wie RANTES angelockt, die dann über die gezielt geöffnete 
Blut-Hirn-Schranke das Riechhirn infiltrieren. Dies wird durch die Beobachtung unter-6 DISKUSSION   106 
stützt, dass nach Infektion mit VSV die Hochregulation der entsprechenden Rezeptoren 
(CCR5 und CCR2) auf T-Zellen beobachtet wurde (Nansen et al., 2000). 
Es ist zu vermuten, dass in den NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäusen die zusätzliche Stimula-
tion durch die Zytokine ganz oder teilweise ausbleibt, und so die T-Zellen nicht gezielt 
in das ZNS gelockt werden. Die stattfindende T-Zellinfiltration ließe sich dadurch er-
klären, dass aktivierte T-Zellen, die das ZNS regelmäßig infiltrieren, ausreichend Anti-
gen vorfinden, um nicht zu sterben bzw. um das ZNS wieder zu verlassen. Dass es zu 
einer relativ starken Infiltration kommt, mag einerseits daran liegen, dass es auf Grund 
der Virusinfektion und der resultierenden T-Zellstimulation zu einer Expansion 
Virus-spezifischer T-Zellen kommt. Der Anteil der Virus-spezifischen T-Zellen an der 
gesamt T-Zellzahl ist somit um ein vielfaches gestiegen (Haring et al., 2006). Dass die 
T-Zellen in den NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäusen auch in den anderen Regionen des ZNS 
zu finden sind, lässt sich nur damit erklären, dass die Ausbreitung der Viren weiter fort-
geschritten ist als in den C57BL/6 Mäusen. Die verstärkte räumliche Ausbreitung von 
VSV im Hirn der NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse wurde in Abb. 5.14 gezeigt. Daraus lässt 
sich schließen, dass die Lymphozyteninfiltration mit dem Ort der Virusinfektion korres-
pondiert. 
6.5  IFN-ABHÄNGIGE  MECHANISMEN VERHINDERN DIE 
AUSBREITUNG NEUROTROPER VIREN INNERHALB DES ZNS 
Der Befund, dass sich die Virusausbreitung in den Wildtyp C57BL/6 Mäusen auf das 
Riechhirn beschränkt, wohingegen sich das Virus in den NesCre
+/-IFNAR
flox/flox Mäusen 
scheinbar ungehindert innerhalb des ZNS ausbreitet, impliziert, dass Typ I Interferone 
eine wichtige Rolle zur Kontrolle des Virus im ZNS spielen. Die Befunde zeigen, dass 
ein intaktes Interferonsystem in der Peripherie nicht ausreichend ist, um Infektionen des 
ZNS mit neurotropen Viren zu verhindern. In beiden Gruppen werden normale IFN-
Titer im Serum induziert, die aber scheinbar keinen Einfluss auf das Geschehen inner-
halb des ZNS haben. Interferone können die Bluthirnschranke nicht oder nur sehr einge-
schränkt passieren (Banks, 2005; Pan et al., 1997). Deshalb ist davon auszugehen, dass 
IFN-α/β innerhalb des ZNS gebildet werden muss, um dort lokal wirken zu können. 
Diese These wird durch die Beobachtungen unterstützt, dass Zellen des ZNS in der La-6 DISKUSSION   107 
ge sind, nach Virusinfektion IFN-α/β zu transkribieren (vergl. 6.3). Die Autoren gehen 
davon aus, dass es mit hoher Wahrscheinlichkeit nach der Transkription auch zur Trans-
lation und somit zur Expression von Typ I IFN innerhalb des ZNS kommt. Zu den Inter-
feronproduzenten gehören unter anderem die Neuronen (Delhaye et al., 2006; Préhaud 
et al., 2005). Neuronen sind nach Infektion nicht nur Interferonproduzenten, sondern 
sind auch in der Lage, Typ I IFN zu erkennen, was sich unmittelbar auf die Virusrepli-
kation auswirkt. In in vitro Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Vorbehand-
lung von Neuroplastomazellen oder primären olfaktorischen Neuronen mit IFN-α zu 
einer erheblichen, wenn auch nicht vollständigen, Inhibition der VSV-Replikation führt 
(Trottier, Jr. et al., 2005). Der Einfluss von Typ I IFN auf die Virusreplikation im ZNS 
wurde bereits zuvor gezeigt: Die Behandlung von Mäusen mit Typ I IFN vor bzw. wäh-
rend VSV-Infektionen führte zu erhöhten Überlebensraten und reduzierter Virusreplika-
tion (DeClercq und DoSomer, 2007; Gresser et al., 1975; Tovey und Maury, 1999). 
Eine wichtige Rolle bei antiviralen Aktivitäten müssen den Neuronen des Riechhirns 
zugeschrieben werden. Da nach intranasaler Infektion von Wildtypmäusen im Riechhirn 
Viruspartikel nachgewiesen werden können, die Viruspartikel sich aber nicht weiter in 
andere Regionen des ZNS ausbreiten, ist anzunehmen, dass hier ein Schwerpunkt der 
antiviralen Aktivität liegt. Das Riechhirn eignet sich auch insofern als Ort für die Virus-
inhibition, da die Neuronen sich von denen des restlichen ZNS in wichtigen Eigenschaf-
ten unterscheiden: Die Neuronen des olfaktorischen Systems haben die Möglichkeit zur 
unbegrenzten Regeneration (Graziadei und Monti Graziadei, 1980; Graziadei und Monti 
Graziadei, 1985). Die olfaktorischen Rezeptorneuronen (ORN) bilden die Schnittstelle 
zwischen der Außenwelt und dem ZNS und sind die Eintrittspforte für viele Viren in 
das ZNS. So wurde gezeigt, dass nach intranasaler Infektion mit VSV die ORN inner-
halb von 12 Stunden infiziert werden und dass virale Antigene nachweisbar sind (Lundh 
et al., 1987; Mori et al., 2005; Plakhov et al., 1995). Schwob und Kollegen konnten zei-
gen, dass es nach Infektion mit Maushepatitsvirus (MHV) zu einer weitreichenden Zer-
störung der Neuronen im Riechhirn kommt, die aber zu einer beschleunigten Regenera-
tion der Neuronen führt (Schwob et al., 2001). Aus diesen Befunden ist zu schließen, 
dass im Riechhirn Viren eliminiert werden können, ohne dass der Verlust von Neuronen 
verstärkt pathologische Folgen hat, wie es der Fall wäre, wenn Neuronen aus anderen 
Bereichen des ZNS zerstört würden. Es wird postuliert, dass im ZNS prinzipiell anti-6 DISKUSSION   108 
körpervermittelte Methoden der Viruselimination bevorzugt werden, auch wenn das zur 
Folge hat, dass das Virus eventuell nicht vollständig eliminiert, sondern nur in Ruhe 
gehalten wird (Griffin, 2003). So wird der neurotrope JHM-Stamm des Maushepatitis-
virus (MHV) initial über die zelluläre Immunität unter Kontrolle gebracht, aber an-
schließend durch humorale Mechanismen an der Reaktivierung gehindert (Ramakrishna 
et al., 2003). Das die Viruselimination im ZNS in erster Linie nicht durch die MHC 
Klasse I restringierten zytotoxische T-Zellen vermittelt wird, zeigt sich bereits dadurch, 
dass die MHC I Expression auf Neuronen auch nach Virusinfektion oder Zytokinstimu-
lation nicht aufreguliert wird (Mauerhoff et al., 1988; Momburg et al., 1986). Levine et 
al. zeigten 1991 erstmals in vivo, dass Alphavirusinfektionen des ZNS über antikörper-
vermittelte Mechanismen bekämpft werden (Levine et al., 1991).  
Nach Virusinfektion kommt es zu Rekrutierung von Lymphozyten in das Riechhirn 
(vergleiche 5.2.5). Lymphozyteninfiltration geht mit einer Änderung der Permeabilität 
der Blut-Hirn-Schranke einher. Es werden spezifisch Adhäsionsmoleküle wie z.B. 
ICAM1/VCAM1 aufreguliert, die eine verstärkte Infiltration durch Lymphozyten er-
möglichen (Irani und Griffin, 1996). Dabei handelt es sich um einen gesteuerten Me-
chanismus, der lokal begrenzt ist. Ansonsten würde man auch in Regionen des ZNS 
Lymphozyten finden, die nicht mit Virus infiziert sind.  
Im Verlauf von VSV-Infektionen kommt es zu Veränderungen der 
Blut-Hirn-Schranken-Permeabilität. Es wird Vermutungen, dass der tödliche Verlauf 
einer viralen Enzephalitis mit einer unkoordinierten Öffnung der Blut-Hirn-Schranke 
korreliert sei (Chaturvedi et al., 1991). Am Beispiel des Rabiesvirus konnte hingegen 
gezeigt werden, dass eine lokale Öffnung der Blut-Hirn-Schranke im Rahmen der In-
flammation zu einer apathologischen Elimination des Virus führt. Das heißt, dass für 
die Viruselimination ein Öffnen der Blut-Hirn-Schranke essentiell ist (Phares et al., 
2006; Roy et al., 2007). Hierbei könnte IFN-β eine entscheidende Rolle spielen. Es 
konnte gezeigt werden, dass IFN-β die Infiltration von neutrophilen Granulozyten ein-
schränkt und so eine stabilisierende Wirkung auf die Blut-Hirn-Schranken-Integrität hat 
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Ein mögliches Modell der antiviralen Aktivität im ZNS könnte folgendermaßen ausse-
hen: Nach intranasaler Infektion von C57BL/6 Mäusen mit VSV kommt es zu einer 
Infektion des Riechhirns. Durch Typ I IFN vermittelte Mechanismen führen zur Virus-
elimination innerhalb des Riechhirns, und eine weiterreichende Infektion des ZNS wird 
verhindert (Abb. 6.2). Dabei ist es möglich, dass das Virus vollständig eliminiert wird. 
Wahrscheinlicher ist aber, dass die Virusreplikation durch das Immunsystem unter-
drückt und so eine Weiterverbreitung des Virus inhibiert wird. Der Vorteil der Virus-
elimination innerhalb des Riechhirns ist es, dass ein Verlust oflaktorischer Rezeptorneu-
rone (ORN) toleriert werden kann, da diese sich regenerieren und unter normalen 
Bedingungen eine Halbwertszeit von 90 Tagen aufweisen (Mori et al., 2005). So kann 
es im Riechhirn zur Aktivität von zytotoxischen T-Zellen kommen, ohne dass es lang-
fristige Folgen für den Organismus hätte. Wahrscheinlich spielen die zytotoxischen T-
Zellen keine entscheidende Rolle, da ihre Depletion zu keiner Änderung des Krank-
heitsverlaufs führt und die Mäuse auch ohne zytotoxische T-Zellen sterben (siehe 
5.2.6). Das lässt darauf schließen, dass die neuropathologische Symptomatik nicht 
durch lytische Aktivitäten der CD8 positiven T-Zellen, sondern durch das Virus verur-
sacht wurde. 
 
Abb. 6.2: Typ I IFN haben wichtige antivirale Funktionen innerhalb des ZNS und verhindern die 
Ausbreitung von VSV über das Riechhirn hinaus. Die intranasale Inokulation mit VSV 
führt zu einer Infektion des Riechhirns. Durch Typ I IFN vermittelte Mechanismen kommt es 
zur Viruselimination innerhalb des Riechhirns und eine weiterreichende Infektion des ZNS 
wird verhindert. 
Zur genaueren Überprüfung des oben vorgeschlagenen Modells sind weitere Experi-
mente erforderlich. Eine Möglichkeit zu untersuchen, ob es spezifisch die 6 DISKUSSION   110 
IFN-abhängigen Immunantworten im Riechhirn sind, die die Virusausbreitung im ZNS 
verhindern, wäre die Generierung eines Mausmodells mit einer Bulbus-spezifischen 
Deletion des IFNAR. Dies könnte durch Kreuzung der IFNAR
flox/flox Maus mit einer 
OMP-Cre Maus hergestellt werden. OMP steht für olfactory marker protein und wird 
spezifisch nur im Riechhirn exprimiert (Li et al., 2004). Durch die Kreuzung ließe sich 
eine Maus mit einer Riechhirn-spezifischen Deletion des IFNAR herstellen. Würden die 
resultierenden OMP-Cre
+/-IFNAR
flox/flox Mäuse eine erhöhte Sensitivität für tödliche 
VSV Infektionen nach intranasaler Gabe zeigen, spräche es dafür, dass die Elimination 
von VSV im Riechhirn stattfände und dadurch ein Überspringen der Infektion auf ande-
re Bereiche des ZNS verhindert würde.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde VSV als neurotropes Virus in Mäusen verwendet. Da-
bei handelt es sich um ein relativ artifizielles Infektionsmodell, da Mäuse nicht zu den 
natürlichen Wirten des Virus gehören und andererseits VSV in seinen natürlichen Wir-
ten (Pferde und Rinder) keinen Neurotropismus zeigt. Es stellt sich also die Frage, in 
wie weit die hier beschriebenen Ergebnisse für etwaige Virusinfektionen des Menschen 
relevant sind. Eine bedeutende Virusinfektion des Menschen ist die Infektion mit dem 
neurotropen Poliovirus. Poliovirus ist wie VSV ein Einzelstrang-RNA Virus und verur-
sacht die paralytische Poliomyelitis, auch Kinderlähmung genannt. Die Polioinfektion 
findet in der Regel über den oralen Weg statt. Zunächst repliziert das Virus in den 
lymphoiden Geweben des Rachenraums und des Darms. In Folge der massiven Repli-
kation kommt es zur Virämie, die letztendlich in einer Infektion des ZNS mündet. Das 
Poliovirus repliziert innerhalb des ZNS in den Motorneuronen des Rückenmarks, des 
Hirnstamms und des Motorcortex.  Bei der Replikation zerstört das Virus die Wirts-
zellen und führt zu den charakteristischen Lähmungen (Bodian, 1955). Das Poliovirus 
infiziert ausschließlich Primaten, da nur diese den für die Infektion notwendigen Polio-
virusrezeptor (PVR) exprimieren (Holland und McLaren, 1959). Ein Charakteristikum 
der Poliomyelitis ist, dass es Jahrzehnte nach scheinbarer Heilung zu erneuten Sympto-
men kommen kann (Post-Polio-Syndrom) (Howard, 2005). Es wird diskutiert, ob das 
erneute Auftreten von Symptomen auf persistierendes Poliovirus zurückzuführen ist 
(Sharief et al., 1991; Destombes et al., 1997). Welche Bedingungen erfüllt sein müssen, 
um ein erneutes Ausbrechen der Erkrankung zu begünstigen, ist bisher nicht geklärt. Es 
konnte jedoch gezeigt werden, dass das Poliovirus Typ I IFN-abhängig eliminiert wird 6 DISKUSSION   111 
(Ida-Hosonuma et al., 2005). So kann vermutet werden, dass IFN-abhängig das Wieder-
aufflackern persistierender Virusinfektionen unterbunden wird. 
In der Vergangenheit wurden Mäuse generiert, die den humanen Poliovirusrezeptor 
exprimieren (TgPVR1-17) und als Modellorganismus für die Poliomyelitis dienen (Ren 
et al., 1990). Würde man die TgPVR1-17 Mäuse mit den NesCre
+/-IFNAR
flox/flox kreu-
zen, könnte man die Funktion von Typ I IFN im ZNS bei Poliovirusinfektionen unter-
suchen und so das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Konzept zur Rolle des Typ I 
IFN erstmals im Zusammenhang mit einer humanpathologisch wichtigen Erkrankung 
überprüfen. 
Insgesamt konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine funktionierende 
Immunität in der Peripherie und die Blut-Hirn-Schranke nicht ausreichend sind, um eine 
Infektion des ZNS mit VSV zu verhindern. Es muss stattdessen zu einer Aktivierung 
von IFN-abhängigen Mechanismen innerhalb des Riechhirns kommen, die ein Über-
greifen der VSV Infektion auf andere Hirnregionen verhindert und zur Elimination von 
VSV im Riechhirn beiträgt. 7 LITERATURVERZEICHNIS 
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